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About 24 years has passed since the first report of acquired immunodeficiency 
syndrome (AIDS). However, we have not yet developed an AIDS vaccine capable of 
preventing human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection among humans. 
Some studies demonstrated that HIV vaccine based on both humoral and cellular 
immunities are considered as important anti-HIV vaccine strategies, and that one of the 
major obstacles is the emergence of escape mutants from neutralizing antibodies (Abs) 
or cytotoxic T lymphocytes (CTLs) against HIV-1, which is caused by highly error-prone 
reverse transcription. Therefore, alternative vaccine strategies that are not affected by 
these HIV-1 inherent features can be promising AIDS vaccine candidates. In this study, 
we attempted to develop a novel AIDS vaccine capable of preventing most HIV-1 
infections without depending on the rate of mutation or genetic diversity in the HIV-1 
genome. HIV-1 strains are classified into R5, X4 and R5X4 on the basis of their 
coreceptor usage. R5 HIV-1 dominates the early stage of HIV-1 infection, whereas X4 
HIV-1 often arises in late-stage infection and is associated with the rapid decrease in 
CD4+ cell count and AIDS progression. We focused on the host molecules CCR5 and 
CXCR4 commonly utilized by most of the HIV-1 clinical isolates. In this paper, we report 
on our biochemical studies of the development of a novel AIDS vaccine based on HIV-1 
coreceptors.  
 
 
1. Suppression of Multiclade R5 and X4 HIV-1 Infections by a Coreceptor–based 
Anti-HIV Strategy 
 
In this study, a cyclic chimeric dodecapeptide (cCD) mimicking the 
conformation-specific domains of CCR5 and CXCR4 was prepared in which Gly-Asp 
links the amino and carboxyl termini of two combined pentapeptides (S169-G173 of CCR5; 
E179-R183 of CXCR4) derived from human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) 
coreceptors. The immunization of Balb/c mice with cCD conjugated with a 
multiple-antigen peptide (cCD-MAP) induced seven cCD-specific monoclonal 
antibodies (mAbs, CPMAb-I to -VII), which reacted with the native CCR5 and CXCR4. 
Among the tested mAbs, CPMAb-I and -II potently inhibited the infection by both the R5 
and X4 laboratory strain. CPMAb-III and -VI were effective against only R5 laboratory 
strain, and also against some X4 and R5 primary isolates. CPMAb-IV and -V had potent 
activities against the R5 and X4 primary isolates. In particular, CPMAb-VII was 
protective against not only the R5 and X4 laboratory strains but also most of the R5 and 
X4 primary isolates. Moreover, cCD-MAP immunization also induced antibodies that 
were effective against R5 and X4 multiclade HIV-1 isolates in vitro in two of three 
cynomolgus macaques. Taken together, the results suggest that cCD-MAP is a 
candidate multiclade immunogen that can be used for the blockade of multiclade R5 
and X4 HIV-1 infections. 
 
 
2. Effects of Immunization with CCR5-Based Cycloimmunogen on 
Simian/HIVSF162P3 Challenge 
 
In this study, a synthetic cycloimmunogen targeting the HIV-1 coreceptor CCR5 was 
evaluated for its capacity to induce CCR5-specific antibodies (Abs) with anti-HIV-1 
activity in cynomolgus macaques. The cyclic closed-chain dodecapeptide (cDDR5) 
mimicking the conformation-specific domain of human CCR5 was chemically prepared, 
in which the Gly-Glu dipeptide links the amino and carboxy termini of the decapeptidyl 
linear chain (Arg168 to Thr177) derived from the undecapeptidyl arch (Arg168 to Cys178) of 
extracellular loop-2 in CCR5. The immunization of cynomolgus macaques with the 
cDDR5-conjugated multiple-antigen peptide (cDDR5-MAP) induced anti-cDDR5 serum 
production for about 15 weeks after the third immunization. The antisera raised against 
cDDR5-MAP reacted with both human and macaque CCR5s, and potently suppressed 
infection by the R5 HIV-1 laboratory isolate (HIVJRFL), R5 HIV-1 primary isolates (clade 
A:HIV93RW004 and clade C:HIVMJ4) and a pathogenic simian/human immunodeficiency 
virus (SHIVSF162P3) bulk isolate in vitro. To examine the prophylactic efficacy of 
anti-CCR5 serum antibodies against acute HIV-1 infection, vaccinated cynomolgus 
macaques were challenged with SHIVSF162P3. The cDDR5-MAP immunization 
attenuated the acute phase of SHIVSF162P3 replication. The geometric mean plasma 
viral load in the vaccinated macaques was 217.10 times lower than that in the control 
macaques at 1 week postchallenge. Taken together, these results suggest that 
cDDR5-MAP immunization is an effective prophylactic vaccine strategy that suppresses 
and delays viral propagation during the initial HIV-1 transmission for the containment of 
HIV-1 replication subsequent to infection. 
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HIV-1 Human Immunodeficiency virus type-I 
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IgG Immunoglobulin G 
IgM Immunoglobulin M 
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MIP-1a Macrophage inflammatory protein-1a 
MIP-1b Macrophage inflammatory protein-1b 
NAbs Neutralizing Antibodies 
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PBMCs Peripheral blood mononuclear cells 
PBS(-) Ca2+, Mg2+ free phosphate-buffered saline 
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SDF-1a Stromal cell derived factor-1a 
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SIV Simian immunodeficiency virus 
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TFA Trifluoroacetic acid 
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TMBZ 3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine 
UNAIDS/WHO The joint United Nations programme on HIV/AIDS/World 
Health Organization 
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VLP Virus-like particle 
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cDDR5 cyclic closed-chain dodecapeptide mimicking the 
conformation-specific domain of CCR5 
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第1章 緒論 
第 1 節 研究の背景 
 
最初の後天性免疫不全症候群(acquired immunodeficiency syndrome; AIDS)の報
告から既に25年が経過しようとしている。この間の精力的な治療薬・治療法の開発に
もかかわらず、感染者数は約 4,000 万人に達し、死亡者は年間 300 万人を越え、新規
感染者数・死亡者数ともに増加の一途をたどっている 1) (Table I)。UNAIDS/WHO の報
告によると、2005 年においては 1 日あたり約 14,000 人が新たに HIV-1 (human 
immunodeficiency virus type-1)に感染していることが推定されている。そしてその 95%
以上が発展途上国に集中しており、そのうち 2,000 人が 15 歳以下の子供であり、
6,000 人が 15～24 歳の若者であると報告されている 1)。すなわち次の世代形成を担う
若い世代に HIV-1 は急速に浸透・蔓延しているのが現状である。感染患者の治療は
もとより、新規感染者を出さないための対策が世界的規模で求められている。 
 
 
1981 年に AIDS が最初に報告され 2)、1983 年には AIDS の原因ウイルスである
HIV-1 が発見・同定された 3,4)。その翌年には HIV-1 の標的細胞（ヘルパーT 細胞やマ
クロファージ）とレセプター (CD4 分子)が同定された 5)。しかしながら、CD4 分子のみ
では感染成立には十分でなく、コレセプターの存在が示唆されていた 5,6)。1985 年、満
屋らによって最初の HIV-1 逆転写酵素阻害剤 zidovudine が見出された 7)。その後、
HIV-1 プロテアーゼ阻害剤の登場 8)により 1996 年頃からはこれら逆転写酵素阻害剤
Table I Global estimate for HIV/AIDS Epidemic, December 2005 
 2 
とプロテアーゼ阻害剤を組み合わせた多剤併用療法(highly active antiretroviral 
therapy; HAART)の導入によって、HIV-1 の複製を強力に抑制し、先進諸国において
は AIDS 発症を劇的に抑制又は遅延させることに成功した 9)。その最中、1996 年にケ
モカインレセプターCCR5 及び CXCR4 が HIV-1 のコレセプターとして同定され 10-13)、
標的細胞への HIV-1 侵入機構の解明及び侵入阻害剤も含めた新たな抗 HIV 薬の開
発が現在も積極的に進められている(Figure 1)。 先進諸国における HAART の導入
は、HIV 感染症は治療可能な疾患へと成し得た一方で、同時に大きな問題も抱えるこ
ととなる。HAART は HIV-1 複製を強力に阻害し、ウイルス量を検出限界以下にまで
抑制することができるが、HIV-1 感染細胞を体内から完全に排除することはできず、
生涯にわたり治療薬を飲み続けなければならない。その結果、膨大な医療費（3 剤投
与で年間約 250 万円、40 年飲み続けると約 1 億円）、さらには多剤耐性株の出現など
の問題点が生じている。特に、先進諸国における薬剤耐性問題は深刻であり、米国
では 10 人に 1 人に耐性ウイルスが報告され 14)、日本においても新規感染患者の薬
剤耐性ウイルスの検出が報告されている 15)。従って、早急な新規の治療薬及びワク
チン開発が切望されている 16-20)。 
 
 
Figure 1 HIV-1 replication life cycle and therapeutic targets by antiviral reagents. Lines represents commercial anti-HIV-1 reagents 
and dashed lines represents promising inhibitors. a) Nucleoside Analogue Reversetranscriptase Inhibitor (NRTI) b) Non-Nucleoside 
Analogue Reverstranscriptase Inhibitor (NNRTI) 
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第2節 研究の方針 
 
 本論文では、HIV-1 の感染制御及び防御を目的とし、標的細胞へ侵入する際に
HIV-1 が利用する宿主因子、ケモカインレセプター、CCR5 及び CXCR4 に基づいたワ
クチン開発のための薬学生化学的基礎研究を行った。 
 
2-1 HIV-1 感染と HIV-1 コレセプターについて 
 
HIV-1の細胞内侵入はウイルスのエンベロープ蛋白質（外被糖蛋白質gp120及び膜
貫通蛋白質 gp41）と宿主細胞膜の CD4 分子及びケモカインレセプター（CCR5 又は
CXCR4）との相互作用によって引き起こされる。現在までに推定されている HIV-1 の
感染機構は、まずウイルス粒子表面の gp120 は宿主細胞の CD4 分子と結合すること
により gp120 の立体構造変化を生じる 21)。その結果、gp120 内の V3 領域を含むコレ
セプター結合領域が露出し、宿主細胞膜上のコレセプター分子と結合する 22)。さらに
HIV-1 gp120 のコレセプターとの相互作用によりウイルス粒子と宿主細胞膜間の距離
が近接し、それと同時にHIV-1エンベロープの膜貫通蛋白質gp41の細胞外領域に構
造変化が生じ、それまで内側に折りたたまれていた gp41 の疎水性の高いアミノ末端
部分が宿主細胞膜へ挿入され、ウイルス表面膜と宿主細胞膜の融合が開始される 23)。
膜融合が完了するとウイルスコアの細胞内への侵入が起こると考えられている 24)。
(Figure 2) 
 
Figure 2. HIV-1 entry process [proposed by Chan DC, et al. Cell, 93:681-684 (1998)] 
 
HIV-1 は利用するケモカインレセプターによって、CCR5 を利用する R5 ウイルス、
CXCR4 を利用する X4 ウイルス、そして両レセプターを利用する R5X4ウイルスに分類
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される 9, 25) (Figure 3)。臨床的には、R5 ウイルスは感染初期においてドミナントであり、
病態進行に伴って R5X4 ウイルス、X4 ウイルスが出現し、特に X4 ウイルスの出現は
HIV-1 の標的細胞である CD4 陽性 T 細胞の急激な減少を引き起こし、AIDS 発症の
引き金になると考えられている 26-28) (Figure 4)。一方、in vitro における研究では、
CCR5 及び CXCR4 以外のいくつかの G-protein coupled receptor (GPCR)がオーファ
ンレセプターとしていくつかの HIV-1 株の侵入を媒介することが報告されている 26, 29)。
また primary cell を用いた in vitro における HIV-1 の複製の研究において、複製は
CCR5 又は CXCR4 特異的阻害剤によって阻害できる。生体内において CCR5 及び
CXCR4 以外のコレセプターを利用できるウイルスがドミナントとなりエイズを発症させ
た症例はない 30)。このことは、HIV-１の主要なコレセプターである CCR5 及び CXCR4
は、病態進行と関連性の高い宿主因子であり、HIV-1 感染制御において有望な治療
標的分子であることを意味する 31, 32)。 
 
 
 
Figure 3. Model of coreceptor usage and HIV-1 tropism 
Figure 4. Evolution of HIV-1 coreceptor usage and association with disease progression 
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2-2 現在の AIDS ワクチン開発の現状と問題点について 
 
 HIV-1 はヒト以外ではチンパンジーのみに感受性を有し、チンパンジーに HIV-1 の
感染は成立する。しかし、ヒトと同様な AIDS は発症しないこと、またチンパンジーは希
少動物であることなどからワクチン評価動物としては学問的におよび倫理的に適切で
はない 33)。一方、サル免疫不全ウイルス(simian immunodeficiency virus; SIV)はアフリ
カに生息する旧世界ザルに感染しており、ほとんどの場合 AIDS を発症しない。しかし、
SIVmac ウイルスをアジアに生息するアカゲザルに感染させたところ AIDS 様症状を発
症したことから、現在ではワクチン評価として主に用いられている 34)。また SIV のエン
ベロープ遺伝子を HIV-1 由来にして作製したキメラウイルス SHIV(simian/HIV)をアカ
ゲザルで継代することによって AIDS を発症し得る病原性の高い SHIV が得られ 35, 36)、
SHIV を用いたワクチン評価も行われている 37, 38)。 
AIDSの原因ウイルスであるHIV-1の発見・同定以後、さまざまな手法を用いたAIDS
ワクチン開発が行われてきたが、Phase III をクリアできるワクチン候補は今までのとこ
ろ見出されていない。この間、多くの失敗と成功を繰り返しながら理想的なワクチン候
補を追い求めてきた結果、HIV-1 特異的細胞障害性 T 細胞(cytotoxic T lymphocytes; 
CTLs)及び HIV-1 特異的中和抗体(neutralizing antibodies; NAbs)の効果的な誘導が
HIV-1 感染防御及び制御において最も重要であると考えられるようになってきた。つ
まり、有望なワクチン候補とは、現時点では HIV-1 に対する特異的な液性免疫と細胞
性免疫の誘導を効率的に行うことができることであり、結局、長い間研究者が追い求
めた理想の AIDS ワクチン開発の基本的概念は”免疫学の基礎的概念そのもの”に
基づいたワクチンであった。その理由は簡単に述べると、中和抗体は侵入してくるウ
イルスは中和(排除)できるが、一度感染が成立すると、感染細胞を排除することは中
和抗体のみでは困難であり、逆に CTLs は感染細胞に対しては傷害活性を示すが、
体内に侵入してきたウイルスそのものに対しては作用できない(Figure 5)。実際にヒト
においてこの概念を支持する事象として、HIV-1 に感染して 15 年以上正常な免疫能
を保っている、つまりウイルス複製をコントロールできている長期未発症者（long-term 
non-progressors; LTNPs）ではHIV-1に対する細胞性免疫と中抗体価が高いことが報
告されている 39)。また、LTNPs の中には強力で幅広い中和活性を有する中和抗体が
誘導されている人がいること 40)、さらには、ナイロビの HIV-1 感染抵抗性の sex 
worker の子宮頚部粘膜に HIV-1 特異的 CTLs やヘルパーT 細胞応答がみられてい
る 41, 42)。通常、弱毒生ワクチンは免疫原性が高く、液性免疫及び細胞免疫を両方誘
導でき、サルにおいて完全防御を成し遂げた例もある 43)。しかしながら HIV-1 そのも
のがヒト免疫不全ウイルスであることに加えて、復帰変異などによる病原性の獲得＝
AIDS 発症の危険性を考慮すると現実的ではない。一方、化学的、又は物理的に不活
化された不活化ワクチンは中和抗体は誘導できるが、CTLs の誘導はあまり期待でき
ない。また精製又は合成ペプチドワクチンも同様に中和抗体しか期待できない。そこ
で現在、細胞性免疫と液性免疫の両方を同時に誘導できるワクチンとして、
 6 
prime-and-boost 法が導入され、AIDS ワクチンで最も期待されている免疫法のひとつ
である 44-46)。この方法は、HIV-1 抗原をコードした plasmid DNA vector で prime し(基
礎免疫を行い)、同じ抗原又は同じ抗原をコードしている recombinant poxvirus や
adenovirus で boost（中和抗体の誘導及び CTLs の誘導が可能になる）する方法であ
る。現在この prime-and-boost 法を駆使した AIDS 候補ワクチンが臨床試験において
多数評価中である 47, 48)。 
 
Figure 5. Schematic representation of the effectiveness of the components of the antiviral immune responses against cell-free 
HIV-1 and cell-associated HIV-1. Neutralizing antibodies are efficient in blocking virus particles but poorly effective against 
cell-associated virus. CTLs are effective against HIV-1-infected cells but not against cell-free virus particles. 
 
現在まで、ワクチン候補が見出されていない理由は主に HIV-1 固有の特性である
1）易変異原性と 2）遺伝的多様性の二つが考えられる。 
HIV-1 は RNA ウイルスであり、HIV-1 は宿主細胞で複製するために HIV-1 自身の
逆転写酵素により DNA へ逆転写後、宿主のゲノムへ組み込む。HIV-1 の逆転写酵素
は誤って読み違えた塩基配列を校正する手段を有さないために高頻度(1 回の転写で
全ゲノムの 1～10 残基が変異)で変異を自身のゲノムへ入れてしまう。その結果、塩
基配列に多様性を生じさせ、一個体内で多様な遺伝的亜種(quasi species)が誕生し
得る。この HIV-1 の有する易変異原性は薬剤耐性の獲得にも関与していると考えら
れる。また、そのような多様な quasi species はさらに地域間や民族間で広がり、やが
て国家を越えて広がりを示している。そこには HIV-1 の変異の蓄積から生じる遺伝学
的多様性が生じる。HIV-1 はその塩基配列に基づく系統関係の解析からグループ M
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（M は Major あるいは Main の略、主系統）、グループ O（Outlier の略、境界外の意味）、
とグループ N（New、新型又は non-M/non-N の略）の三つのグループに分類され、グ
ループ M は HIV-1 の主要なウイルスグループであり、現在さらにグループ M は 9 種
のサブタイプに分類されている 49)。近年では異なるサブタイプ間での遺伝学的組み換
えも生じており 50)、中でもある地域の流行形成に関与している組み換え型流行株
（circulating recombinant forms; CRFs）の出現も起こっている 51)。またワクチンが最も
必要とされる、アフリカサハラ以南の国々では、HIV-1 感染患者が集中し、世界の感
染者の半数以上を占める。またこれらのワクチンが最も必要とされる地域で、最も遺
伝的多様性を有したウイルスが蔓延している（Figure 6）。 
 
Figure 6. HIV-1 genetic dibersity 
 
これら HIV-1 の易変異原性と遺伝的多様性は、実際ワクチン候補によって誘導さ
れた液性免疫と細胞免疫から逃避することを可能にしており、ワクチン候補の絞込み
を非常に困難な状況にしている。具体的には、HIV-1 のエンベロープ蛋白質(Env)に
対する抗体は主に中和抗体として機能するが、HIV-1 は変異によって様々な機構で
中和抗体から逃避してしまう 52-55)。Envは多様性を有する蛋白質であり、HIV全体では
アミノ酸配列が 50%程の相同性しかない。また分子量の約半分は糖鎖（マンノースを
豊富に含む）であるため、一度確立した自己の中和抗体から逃避するのに変異に伴
う糖鎖の付加によって抗体の結合から逃避できるようになる（糖鎖によるエピトープの
遮蔽, ‘glycan shield’）53)。また Env は三量体を形成しており、CD4 と結合後露出され
るコレセプター結合領域は内部に隠された状態を保持している 56)。そのため、中和抗
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体によるaccessibilityが非常に悪い。さらに、中和エピトープとして機能しないC3領域
の変異が Env の立体構造を変え、HIV が中和抗体から逃避できるなど 55)、HIV-1 の易
変異原性に伴う糖鎖遮蔽、立体構造の変化など様々な逃避機構を HIV-1 側は備え
ているようである。一方 CTLs による免疫応答に対しても、CTL エピトープあるいはそ
の周辺に変異を獲得して、CTLs から逃避することが明らかとなってきた 57-64)。また最
近になり、この CTL エピトープ近傍の変異によってエピトープをプロセッシングできにく
くする新たな逃避機構が報告されている 65, 66)。これらの HIV-1 の免疫システムからの
逃避の現状は、現在の、そして将来の理想的な AIDS ワクチンとして考えられている
prime-and-boost 法のような中和抗体及び CTLs の誘導を目的としているワクチンに
とって極めて絶望的な結果であり、理想の AIDS ワクチンが本当に”免疫学の基礎的
概念（液性免疫と細胞性免疫）そのもの”に基づいたワクチンで達成できるのか疑問
である。現に、動物モデルにおいて prime-and-boost が成功しない例 67)が出始めてい
る。さらには”HIV-1 が HIV-1 特異的 T 細胞に優先的に感染する”という報告 68)は
HIV-1に由来する抗原を用いた免疫自体がHIV-1の宿主細胞への感染・増殖に好都
合な基質を提供することとなり、無意味どころか、かえって感染を増悪させる可能性も
指摘されている。また苦肉の策として、流行地域の流行株に基づいた抗原作製を行う
ために、ワクチン株と現在流行している株間の遺伝的差異を極力最小化するために
コンセンサスな配列を導入したり、幅広い中和活性を誘導するために、中和活性に重
要な領域内で、サブタイプ間で長年不変のまま保持されてきた配列に基づいたワクチ
ン候補のデザインが提唱されている 69, 70)。しかしながら、HIV-1 の変異の速度と流行
株の多様性は増す一方であり、根本的な解決策を備えたワクチン候補は未完成のま
まである。そこで HIV-1 の易変異原性と遺伝的多様性によって生じたワクチン候補選
択の失敗の根本的な原因を解決すべく、新たな視点からワクチン開発へ向けたアプ
ローチが求められている。 
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第2章 HIV-1 コレセプターに基づいた抗 multiclade HIV 免疫戦略 
15 年 以 上 長 期 に 渡 り AIDS 発 症 か ら 逃 れ て い る 長 期 未 発 症 者 (long-term 
non-progressor; LTNPs)が存在し、また非常にリスクの高い性行動をしているにもかか
わらず感染から逃れている人々(exposed seronegatives; ESNs)が存在することが知られ
ていたが、近年それら HIV 感染に対する抵抗性が CCR5 の多型性によって部分的に説
明できることが明らかになった。その代表的な遺伝子多型である CCR5D32 と呼ばれる
32 塩基欠損変異は homozygote（白人の約 1%）では機能的な CCR5 が細胞表面に発現
しないために、HIV-1 感染に高度に抵抗性を示し 71-74)、heterozygote（白人の 8%程度）で
は約 2～4 年程度 AIDS 発症が遅延するなどの HIV-1 抵抗性を示す 72, 75)。さらに CCR5
欠損の個体において免疫学的異常を認められていないことから、CCR5 阻害剤の開発
は活発化している 32)。一方、CXCR4 は胎生期の造血、心・血管形成といった発生・発達
に関与するが、ヒト成人におけるいくつかの CXCR4 低分子阻害剤の臨床的な使用は成
人における CXCR4 は”不必要”であるかもしれないことを示唆している 76, 77)。また CXCR4
の阻害は X4 ウイルスの感染阻害だけではなく、AIDS 進行を防止する点においても利点
があり 78)、HIV-1 に感染していながらも天寿を全うできる可能性がある。 
 AIDSワクチン開発は HIVの発見以来、精力的に行われてきたにもかかわらず、未だに
有効なワクチン候補を見出せていない。その最たる理由は HIV-1 の易変異原性と遺伝
的多様性である。そして現在流行している HIV-1 の遺伝的多様性も増す一方であること
から、HIV-1 の蔓延防止に有効であるワクチン開発はますます困難を極めている。そこ
で、世界で流行しているほとんど全ての HIV-1 に対して有効であるワクチンを開発する
ために、これまでのワクチン開発の基本概念から逸脱し、HIV-1 が標的細胞へ侵入する
際に共通して利用する宿主因子、ケモカインレセプターCCR5 及び CXCR4 を標的とした
ワクチン開発を試みた。 
 本章では、HIV-1 コレセプターCCR5 及び CXCR4 の特殊立体構造に基づいた環状ペプ
チド抗原を用いて、抗 CCR5 及び CXCR4 抗体を戦略的に誘導することにより、現在世界
で流行している multiclade R5 及び X4 HIV-1 感染を阻害できる新規の免疫戦略として
の有用性をマウスから得られた単クローン抗体 CPMAb-I∼-VII 及び AIDS 霊長類モデル
であるカニクイザルを用いて検討した。 
  
第 1 節 HIV-1 コレセプターを基礎とした AIDS ワクチン開発のための基本戦略 
 
 R5 ウイルスは感染初期にドミナントであり、病態進行に伴い R5X4 ウイルスや X4 ウイ
ルスが出現するようになる。しかしながら、R5 ウイルスの出現の優先性や R5X4 ウイル
スや X4 ウイルス出現の時期を何が規定しているのかについては、標的細胞の局在や
増殖速度、ケモカインを含む液性因子や免疫系の関与などの諸説があり、現在のところ
まだ良く分かっていない 77, 79, 80)。また HIV-1 感染に抵抗性を有する ESNs の代表例でも
ある CCR5D32 homozygote においても稀に X4 ウイルスが伝播・増殖するという報告もあ
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り 81-83)、CCR5 及び CXCR4 両方を同時に阻害することは理想的な感染防御及び感染制
御になりえることが期待される。 
HIV-1 コレセプター、CCR5 及び CXCR4 は７回膜貫通 G 蛋白質共役型受容体であり、
細胞外には N 末端と 3 つのループを有する。さらに、CCR5 の第 1 細胞外ループ
（extracellular loop-1; ECL-1）の Cys101 と第 2 細胞外ループ（ECL-2）の Cys178 はジスル
フィド結合によってレセプター構造の安定化に寄与していると考えられている。CXCR4 に
おいても同様に Cys109 と Cys186 がジスルフィド結合を形成している(Figure 7)。また HIV-1
感染において、両レセプターの ECL-2 はその侵入に非常に重要な部位であることが示
唆されている 84-89)。ECL-2 がこのジスルフィド結合によって前半部分にアーチ状の構造
を構える特異的立体構造を有していることに着目し、領域を undecapeptidyl arch (UPA)
と命名した。本研究では、この特殊立体構造 UPA に対する特異的抗体の誘導を目的と
して免疫抗原を作製し、Balb/c マウス及びカニクイザルへ免疫し、得られた単クローン
抗体及び抗血清が世界で流行している HIV-1 の幅広いサブタイプの R5 及び X4 HIV-1
の感染を阻害できるかどうかを検討した。 
 
第 2 節 CCR5 及び CXCR4 を標的とする免疫抗原の設計 
 
CCR5 及び CXCR4 はそれぞれ CCR ファミリー及び CXCR ファミリーに属し、CCR5 及
び CXCR4 の UPA 配列はそれらのファミリー間で特徴的であり、また多くの種において、
とくに霊長類においてよく保持されている（Figure 8）。その中でも CCR5 の 169 残基から
173 残基の Ser169-Gln170-Lys171-Glu172-Gly173 及び CXCR4 の 179 残基から 183 残基の
Glu179-Ala180-Asp181-Asp182-Arg183 の 5 残基ずつを選択し、spacer armed dipeptide 
(Gly-Asp)を介して環状化した環状抗原 cyclic chimeric dodecapeptide (cCD)を作製した
（Figure 7）。さらにキャリアーとして multiple antigen peptide (MAP)を spacer armed 
dipeptide の Asp のb-carboxyl group に結合させた cCD-MAP を免疫抗原として作製した。
またcCD抗原をMulti-Pin BlockTMに結合させたものをハイブリドーマのスクリーニング用
に作製した。 
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Figure 7. Overview of the preparation of cyclic chimeric dodecapeptide 
 
Figure 8. Identity to UPA sequence of human CCR5 and CXCR4 among CCR family, CXCR family, primate and non-primate 
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 第 3 節 cCD の合成 
 
 CCR5 の UPA 由来の 5 残基（169-173 残基；Ser169-Gln170-Lys171-Glu172-Gly173）及び
CXCR4 の UPA 由来の 5 残基（179-183 残基；Glu179-Ala180-Asp181-Asp182-Arg183）を
spacer armed dipeptide Gly-Asp を介して環状を次のように形成させた。まず、側鎖保護
直鎖 dodecapeptide (Asp-Ser-Gln-Lys-Glu-Gly-Glu-Ala-Asp-Asp-Arg-Gly)を Fmoc 
chemistry に 従 い 、 合 成 し 、 得 ら れ た 側 鎖 保 護 直 鎖 dodecapeptide 
(H2N-Asp(OBzl)-Ser(tBu)-Gln(Trt)-Lys(Boc)-Glu(OtBu)-Gly-Glu(OtBu)-Ala-Asp(OtBu
)-Asp(OtBu)-Arg(pbf)-Gly-COOH)の C 末端 Gly のカルボキシル基と N 末端 Asp のアミ
ノ基を酸アミド結合にて縮合し、環状化した。環状側鎖保護 dodecapeptide は常法に従
い、脱保護操作を行うことにより cCD を調製した。cCD の質量数を、MALDI TOF-MS に
より分析を行った。その結果、環状形成に伴う質量数 18.36 の減少が観察された(Figure 
9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9. MALDI TOF-MS spectra for synthetic cCD. The spectra exhibited two major peaks at m/z 1288.63 [M+H-H2O]+ and 
1306.99 [M+H] +: the former peak is that of the ion derived from cCD, DSQKEGEADDRG and the latter peak is that of the ion derived 
from the linear CD, DSQKEGEADDRG. The two peaks at m/z 1270.62 and 1288.90 are those of the dehydrated forms of the cyclic 
and linear peptide, respectively, produced by laser irradiation (337 nm) of MALDI TOF-MS. 
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第 4 節 抗環状キメラペプチド抗体 CPMAb-I∼-VII の作出及び免疫化学的諸性質の検
討 
 
 cCD-MAP を常法 90)に従い、Balb/c マウスに免疫し、抗体産生ハイブリドーマ
hyb.CPMAb-I∼VII を調製し、その培養上清に含む CPMAb-I∼VII を作出後、免疫化学的
諸性質の検討を行った。最初に、Multi-Pin Block 上に固定された cCD 抗原に対する
CPMAb-I∼VII の反応性を ELISA 法を用いて検討したところ、CPMAb-I∼VII はすべて濃度
依存的結合を示した(Figure 10A)。また、これらの抗体の細胞表面上の native な CCR5
及び CXCR4 に対する反応性を CCR5 及び CXCR4 非発現細胞である NP2 細胞に CD4
のみを発現させた NP2/CD4 細胞 91)、CD4 及び CCR5 を発現させた NP2/CD4/CCR5 細
胞 91)、CD4 及び CXCR4 を発現させた NP2/CD4/CXCR4 細胞 91)を用いて flow cytometer
により検討した。その結果、CPMAb-I∼VII はすべて細胞表面上の CCR5 及び CXCR4 を
特異的に認識した(Figure 10B)。また、CD4、CCR5 及び CXCR4 共発現細胞である
MAGIC-5細胞に対して、市販されている抗CXCR4抗体12G592)及び抗CCR5抗体2D793)
の特異的結合を CPMAb-I は阻害した(Figure 10C)。これらの結果は cCD-MAP を免疫す
ることにより得られた CPMAb-I∼VII は cCD 抗原に対してだけではなく、native な CCR5
及び CXCR4 を特異的に認識していることを示す。 
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Figure 10. Binding of CPMAb-I to -VII to cCD antigen and native cell surface chemokine receptors (CCR5 and CXCR4) The binding 
of CPMAb-I to -VII to the cCD-Multi-Pin Block and chemokine receptors (CCR5 and CXCR4) was determined by Multi-Pin ELISA (A) and 
FACS (B), respectively. A, Briefly, the cCD-Multi-Pin Block was separately incubated with the indicated concentrations of CPMAb-I to -VII, 
and then bound Abs were detected using HRP-conjugated mouse Abs. B, NP2/CD4, NP2/CD4/CCR5 and NP2/CD4/CXCR4 cells were 
separately incubated with CPMAb-I to -VII (1mg, red line), or isotype-matched IgM (1mg, blue line for control) as the primary antibody at 4ºC, 
and detected using the FITC-conjugated anti-mouse IgM antibody. C, Competition for the binding of well-characterized anti-CXCR4 and 
anti-CCR5 Abs by the anti-cCD antibody (CPMAb-I). The competition assay was carried out. MAGIC-5 cells were incubated with (green 
line) or without (red line) CPMAb-I in the presence of 2D7 or 12G5. 
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 第 5 節 抗環状キメラペプチド抗体 CPMAb-I∼-VII の抗 HIV 活性の検討 
 
実験室株由来の R5 及び X4 HIV-1 である JRFL 及び LAV-1 の感染に対する阻害効
果 を MAGIC-5 assay94) を 用 い て 検 討 し た 。 MAGIC-5 細 胞 は
CD4+/CXCR4+/HeLa-CD4-LTR-b-gal 細胞に CCR5 発現プラスミドをトランスフェクトする
ことによりX4ウイルスだけでなく、R5ウイルスにも感受性を有するように作製された細胞
であり、感染するとウイルスの初期転写産物である Taｔが LTR 下流の lacZ がコードした
bガラクトシダーゼを発現する。基質である X-gal を添加することによって核が青色を呈
することから感染の有無を可視的に識別することができる。CPMAb-I、-II 及び-VII は
JRFL 及び LAV-1 の両ウイルス感染を濃度依存的に阻害した (Figures 11A, H, B, I, G, 
and N)。一方 CPMAb-IV 及び-V はほとんど阻害しなかった (Figures 11D, K, E and L)。
また CPMAb-III 及び-VI は JRFL にのみ濃度依存的阻害効果があった (Figures 11C, J, 
F and M)。 
 
Figure 11. Effect of CPMAb-I to -VII on 
infection by HIV-1 R5 and X4 laboratory 
strains The antiviral activities of CPMAb-I to -VII 
were determined by an infection assay using 
MAGIC-5 cells. MAGIC-5 cells were inoculated 
with HIV-1JRFL (A-G) and HIV-1LAV-1 (H-N). 
Infection was conducted in the presence of 
DEAE dextran and various concentrations of 
antibodies (CPMAb-I, A and H; CPMAb-II, B and 
I; CPMAb-III, C and J; CPMAb-IV, D and K; 
CPMAb-V, E and L; CPMAb-VI, F and M; or 
CPMAb-VII, G and N). After incubation for 48 h, 
the cells were fixed and stained with X-gal. The 
number of cells stained blue is expressed as a 
percentage (%) relative to the number of cells 
stained blue in the control. All data represent 
means±SD obtained in three separate 
experiments. No significant cytotoxicity of 
CPMAb-I to -VII was observed. 
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 次に cCD-MAP によって誘導された抗体 CPMAb-I∼VII が HIV-1 遺伝的多様性に対応
できるかを検討した。世界に流行している HIV-1 臨床分離株を用いて MAGIC-5 assay
により評価した。その結果、CPMAb-I 及び-II は臨床単離株に対してよりもむしろサブタ
イプ B 実験室株である JRFL 及び LAV-1 の感染に対して有効であった(Figures 12 A and 
B)。一方、JRFL 及び LAV-1 の感染に対して無効であった CPMAb-IV 及び-V は種々の
臨床単離株に対して効果的に阻害した（CPMAb-IVにおいてはR5ウイルスのサブタイプ
A、C、及び E を効果的に阻害し、CPMAb-V においては R5 ウイルスのサブタイプ A 及び
E、X4 ウイルスのサブタイプ E を効果的に阻害した。）(Figures 12 D and E )。また JRFL
に対してのみ有効であった CPMAb-III 及び-VI に関して、CPMAb-III は X4 ウイルスのサ
ブタイプ C のみに有効であり(Figure 12C)、CPMAb-VI は今回試験した全ての R5 及び
X4 臨床単離株のうち R5 ウイルスのサブタイプ E 以外のすべての臨床単離株の感染を
阻害した(Figure 12F)。CPMAb-VII においてはサブタイプ B 実験室株である JRFL 及び
LAV-1 だけでなく、R5 ウイルスのサブタイプ C 以外すべての臨床単離株に対して有意な
阻害を示した(Figure 12G)。これらの結果は cCD-MAP によって誘導された単クローン抗
体 CPMAb-I∼-VII は CCR5 及び CXCR4 を特異的に認識し、種々のサブタイプ由来の R5
及び X4 HIV-1 臨床単離株の感染に対して異なる阻害強度と multiclade な阻害パターン
を示した。 
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 第 6 節 CCR5 及び CXCR4 を介するケモタキシスへの CPMAb-I∼VII の影響 
 
 cCD-MAP 免疫のより誘導される抗体は CCR5 及び CXCR4、つまり自己抗原を認識す
る。CCR5D32 homozygote は、CCR5 を細胞表面に有さない完全な機能欠損変異体であ
りながら、とくに免疫学的異常は認められないことを述べた。しかしながら、最近これらの
人々の中にウイルス感染に対する免疫応答 95)や腎移植時 96)における拒絶反応において
若干異常を認められることが分かった。また CXCR4 においても同様に発生・発達におい
て重要であることがわかっている。そこで、本節では CCR5 及び CXCR4 の natural ligand 
(MIP-1b及び SDF-1a)によるケモタキシスへの CPMAb-I∼VII の影響を検討した (Figure 
13)。その結果、CPMAb-II のみが両レセプターを介するケモタキシスを濃度依存的に阻
Figure 12. Activity of CPMAb-I to -VII 
against R5 and X4 HIV-1 primary 
isolates The antiviral activities of CPMAb-I 
to -VII were determined by an infection 
assay using MAGIC-5 cells. The primary 
isolates used were 93RW004 (R5 of clade 
A, shown in red), MJ4 (R5 of clade C, 
shown in light blue), 92TH009 (R5 of clade 
E, shown in green), 92UG029 (X4 of clade 
A, shown in light yellow), 98IN017 (X4 of 
clade C, shown in light red) and CMU08 
(X4 of clade E, shown in yellow). For 
comparison, JRFL (R5, hatched blue) and 
LAV-1 (X4, hatched red) were used as 
clade B laboratory strains. A: CPMAb-I, B: 
CPMAb-II, C: CPMAb-III, D: CPMAb-IV, E: 
CPMAb-V, F: CPMAb-VI, G: CPMAb-VII. 
Statistical significances are indicated as 
asterisks (＊＊; P<0.02, ＊; P<0.05). 
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害した。一方、CPMAb-IV 及び-V においては CXCR4 を介したケモタキシスをのみ約 1.3
∼1.8 倍に増加させた。また CPMAb-VII においては CCR5 を介するケモタキシスを約 1.5
∼2.2 倍に増加させた。 
 
 
 
 
 
 
 第 7 節 カニクイザルにおけるｃCD-MAP の免疫原性 
 
 霊長類モデルであるカニクイザルにおける cCD-MAP の免疫原性を検討するため、
Figure 14A で示した免疫スケジュールに従い、3 頭のオスのカニクイザル（SS1∼SS3）に
免疫した。またコントロールとして MAP のみも同様に 3 頭のオスのカニクイザルに免疫し
た。0 週目と 1 週目に cCD-MAP 又は MAP の Freund’s complete adjuvant (FCA)とのエ
マルジョンを腹腔内に、また 6 週目には Freund’s incomplete adjuvant (FIA)とのエマルジ
ョンを皮下に免疫した。免疫後得られた抗血清を用いて、cCD 抗原が固定化された
BIAcore センサーチップを用いた表面プラズモン共鳴法によって cCD に対する抗体の検
出(BIAcore 分析)を行った。その結果、cCD-MAP 免疫後、6∼8 週目にかけて有意な抗体
反応が検出された (Figures 14B-D)。一方 MAP を免疫したサルにおいては、8 週目にお
いても有意な反応は認められなかった(Figures 14E-G)。次に、BIAcore 分析において最
も反応性の高かった免疫後 6 週目の抗血清を用いて CCR5 及び CXCR4 に対する反応
Figure 13. Effects of CPMAb-I to –VII on MIP-1b- and SDF-1a-induced chemotaxis  CEM-CCR5 cells and Molt4#8 cells were 
separately pretreated with or without CPMAb-I to –VII for 30 min, and placed in the upper chamber of 5.0-mm pore membranes (Corning). 
Chemotaxis was induced with or without 8 nM MIP-1b or 4 nM SDF-1a (placed in the lower chamber). After incubation for 3 h at 37ºC, the 
cells migrating from the upper chamber to the lower chamber were quantified by trypan blue dye exclusion. Data are expressed as relative 
percentages of the chemotaxis index, which is defined as the percentage of migrating cells. Statistical significance of differences between 
groups was established using unpaired Student’s t-tests with matched controls, and represented as asterisks (＊＊; P<0.02, ＊; P<0.05). 
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性を flow cytometer により検出した。その結果、cCD-MAP 免疫後 6 週目の抗血清は細
胞表面に CCR5 及び CXCR4 を共発現している MAGIC-5 に結合し(Figures 14H-J)、そ
の結合は市販の抗 CCR5 抗体 2D7 及び抗 CXCR4 抗体 12G5 によって有意に阻害され
た (Figure 14N)。一方 MAP を免疫したサルにおいては有意な反応は認められなかった
(Figures 14E-G, K-M)。これらの結果は cCD-MAP 免疫によって CCR5 及び CXCR4 に対
する抗体がマウスのみならず霊長類 AIDS モデルであるカニクイザルにおいても誘導さ
れることを示す。 
 
Figure 14. Immunization schedule and antiserum-antibody response to cCD-immobilized sensor chip and native 
chemokine receptors (CCR5 and CXCR4). A, Immunization schedule for cynomolgus monkeys. Three cynomolgus monkeys 
(SS1-3) were immunized intraperitoneally (i.p.) with cCD-MAP at 0 and 1 week, and boosted subcutaneously (s.c.) with cCD-MAP 
at 6 weeks. Another three cynomolgus monkeys (SS4-6) were immunized with MAP using the same schedule. Blood sampling was 
performed before, and 0, 1, 4, 6 and 8 weeks after immunization. B-G, Detection of anti-cCD antibodies in sera taken from 
immunized cynomolgus monkeys. These sera sampled before (Blue), and 4 (Yellow), 6 (Dark green) and 8 (Red) weeks after 
immunization from the monkeys (B; SS1, C; SS2, D; SS3, E; SS4, F; SS5, G; SS6) were diluted tenfold with PBS(-) and analyzed 
with BIAcore2000 using a cCD-immobilized sensor chip. 
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 第 8 節 cCD-MAP 免疫カニクイザル由来抗血清による抗 HIV-1 活性の検討 
 
 cCD-MAP をカニクイザルに免疫後、得られた抗血清中に誘導された抗 cCD 抗体によ
る抗 HIV-1 活性を MAGIC-5 assay を用いて検討した。その結果、SS1 において、JRFL
の感染に対しては、6 週目において最も強い阻害効果を示し、LAV-1 の感染に対しては、
1 週目から有意な阻害効果を示した(Figure 15A)。SS2 においては、両ウイルスに対して
4 週目に最も強い阻害効果を示した(Figure 15B)。SS3 においては 8 週目にかけてその
阻害効果を強めた(Figure 15C)。一方、コントロールとして MAP を免疫した 3 頭のカニク
イザル（SS4∼SS6）においては、免疫後いずれの時期においてもそのような有意な阻害
は認められなかった(Figures 15D-F)。 
 Figure 15 で示した cCD-MAP 免疫カニクイザル間における抗血清の抗 HIV-1 効果の
個体差が血清中に誘導された CCR5 及び CXCR4 の natural ligand の影響を調べるため
に、cCD-MAP 又は MAP を免疫したカニクイザルから得られた抗血清中の CC ケモカイ
ン（MIP-1a、MIP-1b、及び RANTES）及び CXC ケモカイン（SDF-1a）レベルを測定した。
その結果、SS5 における SDF-1a、SS4 及び SS5 における RANTES、そして SS2 におけ
る MIP-1bは免疫に伴い増加していたが、これらの結果は免疫カニクイザル間の抗血清
の抗 HIV-1 効果の個体差は両レセプターに対する抗体産生の個体差であり、CC ケモカ
イン及び CXC ケモカインの産生によるものではないことを示している (Figure 16)。 
Figure 14-continued. Immunization schedule and antiserum-antibody response to cCD-immobilized sensor chip and native 
chemokine receptors (CCR5 and CXCR4). H-M, Reactivity of the antisera obtained before or 6 weeks after immunization against 
native CCR5 and CXCR4. CCR5- and CXCR4-coexpressing MAGIC-5 cells were incubated separately with the antisera sampled before 
(black) and 6 weeks after (red) immunization in the cCD-MAP-immunized monkeys (SS1: H, SS2: I and SS3: J) and MAP-immunized 
monkeys (SS4: K, SS5: L and SS6: M). Bound antibodies were then detected with the FITC-conjugated anti-monkey IgG antibody using 
an EPICS XL flow cytometer. N, Specificity of antisera obtained 6 weeks after immunization. The antisera sampled before and 6 weeks 
after immunization were incubated with MAGIC-5 cells with or without FITC-conjugated-CCR5 (2D7) and -CXCR4 (12G5) Abs. Binding 
of these FITC-conjugated Abs in the presence of antisera sampled before and after immunization is represented on the y-axis as a 
relative percentage (%) of control MFI (mean fluorescence intensity). 
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 次に、ヒト以外の一部の霊長類において病原性が知られている CCR5 を利用する
SHIVSF162P397, 98)及び CXCR4 を利用する SHIVKU199)の感染に対する cCD-MAP を免疫した
サル由来の抗血清の阻害効果を検討した。その結果 cCD-MAP 免疫後 6 週目の抗血清
は SHIVSF162P3 及び SHIVKU1 の感染を有意に阻害した(Figures 17A-C)。さらに、Figure 12
と同様世界に流行している種々のサブタイプ由来の R5 及び X4HIV-1 臨床単離株に対
する阻害効果を検討した。その結果、SS1 における免疫後 6 週目の抗血清は R5 ウイル
スのサブタイプ A と X4 ウイルスのサブタイプ A の二つの臨床単離株の感染しか阻害で
きなかったが(Figure 17D)、SS2 及び SS3 の免疫後 6 週目の抗血清は試験した 6 つの臨
床単離株のうち、SS2 では R5 ウイルスのサブタイプ A 以外の 5 つ (Figure 17E)と SS3
においては試験した 6 つ全ての臨床単離株の感染を阻害した(Figure 17F)。また
cCD-Multi-Pin Block を用いた ELISA において決定された免疫後 6 週目の抗血清中の
抗ｃCD 抗体力価は SS1 においては 1:10、SS2 においては 1:100、SS3 においては 1:400
であり (Figures 17G-I)、種々の臨床単離株に対する感染阻害効果と相関した。 
Figure 15 Effects of antisera from 
cCD-MAP-immunized monkeys on clade B 
HIV-1 (LAV-1 and JRFL) infection 
MAGIC-5 cells were inoculated with HIV-1LAV-1 
and HIV-1JRFL in the presence of antisera 
diluted 32-fold with PBS(-). For HIV-1JRFL 
(open columns) and HIV-1LAV-1  (closed 
columns) infections, the antisera sampled 
before and 1, 4, 6 and 8 weeks after the 
immunization of the cCD-MAP-immunized 
monkeys (A, SS1; B, SS2; C, SS3), or 
sampled before and 2, 4, 6, and 8 weeks after 
the immunization of the MAP-immunized 
monkeys (D, SS4; E, SS5; F, SS6) were 
used. The number of cells stained blue is 
expressed as a percentage (%) relative to the 
number of cells stained blue in the serum 
sampled before immunization for each 
monkey. Statistical significances are indicated 
as asterisks (＊＊; P<0.02, ＊; P<0.05). 
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Figure 16 Determination of MIP-1a, 
MIP-1b, RANTES and SDF-1a levels in 
antisera 
The levels of MIP-1a, MIP-1b, RANTES 
and SDF-1a in antisera taken before, and 
2, 4 and 6 weeks after immunization of the 
cCD-MAP- (SS1:○, SS2:● and SS3:△) or 
MAP-immunized monkeys (SS4:▲, SS5:□ 
and SS6:■) were determined using 
specific antigen-captured enzyme-linked 
assay Quantikine kits. 
 
Figure 17 Effects of antisera from 
cCD-MAP-immunized monkeys before and 6 
weeks after immunization on SHIV or non-clade 
B HIV-1 infection MAGIC-5 cells were inoculated 
with SHIV (A-C) or non-clade B (D-F) HIV-1 in the 
presence of antisera diluted 32-fold with PBS(-) 
from the monkeys (SS1; A and D, SS2; B and E, 
SS3; C and F). For SHIVSF162P3 (open columns) and 
SHIVKU1 (closed columns) infections, the sera 
sampled before and 6 weeks after immunization of 
the monkeys were used. For non-clade B HIV-1 
infection, HIV-193RW004 (R5, clade A), HIV-1MJ4 (R5, 
clade C), HIV-192TH009 (R5, clade E), HIV-192UG029 
(X4, clade A), HIV-198IN017 (X4, clade C) and 
HIV-1CMU08 (X4, clade E) were used. The number of 
cells stained blue is expressed as a percentage (%) 
relative to the number of cells stained blue in the 
serum taken before immunization for each monkey. 
Statistical significances are indicated as asterisks 
(＊＊; P<0.02, ＊; P<0.05). 
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 第 9 節 考察 
 
 HIV/AIDS 発見以来 25 年が過ぎようとしているが、効果的な防御ワクチンの継続的な
研究開発にもかかわらず、Phase III を通過できるワクチン候補はまだ見出されていない。
本研究では、HIV-1 の伝播及び病態進行において共通に関与する主なレセプターであ
る CCR5 及び CXCR4 に対する特異的抗体産生が種々のサブタイプ由来の R5 及び X4 
HIV-1 の感染を阻害できるかどうかを Balb/c マウス及びカニクイザルを用いて検討し
た。 
 いくつかの最近の研究は本研究を支持している。これまで、ヒトにおいて R5 HIV-1 の
感染を in vitro において阻害する CCR5 抗体の存在が報告がなされている。１）度重なる
HIV-1 の性的暴露にもかかわらず seronegative である女性の血中 100-103)、母乳 102)、唾
液 103)、膣粘液中 103)、２）性行動を介して CCR5 発現血球細胞に暴露された CCR5D32 
homozygote104)、３）健常人血中 IgG105)、４）習慣性流産(recurrent spontaneous abortion: 
RSA)の治療のひとつとして夫の PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)を免疫され
た女性 106)において検出されている。さらに、いくつかの動物モデルにおいて CCR5 及び
CXCR4 に対する特異的抗体産生が試みられている 107-114)。当研究室においても、これま
でに Balb/c マウスにおいて CCR5 の UPA (Arg168 to Cys178)を抗原としたワクチン接種に
おいて CCR5 に対する抗体の産生に成功し、in vitro において R5HIV-1 の特異的感染阻
害を達成している 108)。また CXCR4 に関しても同様に CXCR4 の UPA (Asn176 to C186)を抗
原としたワクチン接種においてマウス及びカニクイザルにおいて抗 CXCR4 抗体の誘導
に成功し、in vitro において X4 HIV-1 の特異的感染阻害を達成している 109)。 
 本研究において、二つの UPA から構成された cCD-MAP を Balb/c マウス及びカニクイ
Figure 17-continued Effects of antisera from cCD-MAP-immunized monkeys before and 6 weeks after immunization on 
SHIV or non-clade B HIV-1 infection G-I, The maximum serum dilutions from SS1 (G), SS2 and SS3 before and 6 weeks after 
immunization, which provide significant binding ( more than two-fold back ground absorbance), were indicated as cCD-specific 
antibody titers. 
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ザルに免疫することによってｃCD 及び細胞表面の CCR5 及び CXCR4 を認識する抗体を
マウス（7 つの単クローン抗体 CPMAb-I∼VII）及びカニクイザル（抗血清）において誘導す
ることができた。本免疫戦略の利点は１）エピトープが明確であること。２）化学的合成が
容易で、低コストで作製可能であること。３）特異的立体構造に対する抗体を戦略的に誘
導できる。などである。とくに、CCR5 及び CXCR4 のような細胞外に三つのループを有す
る 7 回膜貫通型受容体に対する抗体は通常は受容体を発現させた細胞そのものを免疫
することによって得られており 92, 93)、直鎖状の抗原に対して誘導された抗体は native な
構造に対して反応することが困難である 115)。本免疫戦略は細胞外ドメインの特異的立
体構造に対する抗体を戦略的に誘導するための一つの新規免疫戦略として有用である
と考えられる。cCD-MAP 免疫 Balb/c マウスにおいて cCD-Multi-Pin Block を用いて選
択された CPMAb-I∼VII の 7 つの単クローン抗体はそれらの抗 HIV-1 活性に基づいて 4
つのグループに分類した(Table II)。Class 1 の CPMAb-I 及び-II は試験した臨床単離株
よりもサブタイプ B 実験室株の R5 及び X4 HIV-1 の感染に対して強い阻害活性を示し
た。Class 2 の CPMAb-III 及び-VI はサブタイプ B 実験室株の R5 のみといくつかの臨床
単離株に対して有効であった。対照的に Class 3 の CPMAb-IV 及び-V はサブタイプ B
実験室株ではなく、臨床単離株に対して強い感染阻害を示した。Class 4 の CPMAb-VII
は種々のサブタイプ由来の臨床単離株の R5 及び X4 HIV-1 とサブタイプ B 実験室株に
対して幅広い阻害活性を示した。得られたこれらの単クローン抗体はユニークな感染阻
害パターンを示した。これらの単クローン抗体における感染阻害効果の相違の詳細なメ
カニズムは不明である。しかしながら、MAGIC-5 assay において HIV-1 播種前に結合し
ていない抗体を除去しても阻害パターンはほとんど変わらなかったこと(data not shown)、
そして HIV-1 播種 2 時間後に抗体を添加してもほとんど阻害活性を示さなかったこと
(data not shown)から、これらの単クローン抗体 CPMAb-I∼VII は細胞表面の CCR5 及び
CXCR4 両方をウイルス播種前に認識することが感染阻害において重要であることが分
かる。加えて、cCD-MAP 免疫によって CPMAb-VII のように、幅広い抗 HIV-1 活性スペ
クトルを有する抗体が誘導できたことは特筆すべきことである。これらの結果はｃCD に
対する特異的抗体の誘導は HIV-1 の CCR5 又は CXCR4 の利用能に関係なく、さらには
サブタイプ B だけでなくサブタイプ A、C 及び E による multiclade HIV-1 感染に対して防
御しうる可能性を示唆している。そこで、さらに cCD-MAP の免疫原性を霊長類 AIDS モ
デルとして知られるカニクイザルを用いて検討した結果、少なくとも 6 週以内には
cCD-MAP を免疫したサル全てにおいて cCD 特異的抗体が誘導され、CCR5 及び
CXCR4 を同時認識した(Figure 14)。またサブタイプ B 実験室株の R5 及び X4 HIV-1 の
感染を阻害した。また CCR5 を利用する SHIVSF162P3 及び CXCR4 を利用する SHIVKU1の感
染を免疫後 6 週目の抗血清は両ウイルスに対して SS1 においては 30～40%程度の阻害
であったのに対し、SS2 では 30～60%程度、さらに SS3 においては 60～80%程度の強い
感染阻害効果を示した(Figure 17)。また免疫 6 週後の抗血清においては SS1 では試験
した 6 つの HIV-1 臨床単離株のうちわずか二つの臨床単離株しか阻害しなかったのに
対し、SS2 では５つ、そして SS3 では試験した 6 つすべての HIV-1 臨床単離株に対して
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有意で、かつ強力な感染阻害効果を示した(Figure 17)。それらの臨床単離株の感染阻
害効果は cCD-Multi-Pin ELISA で測定した抗ｃCD 抗体の抗体力価とよく一致した。これ
らの結果は、本免疫戦略が世界で流行する幅広い HIV-1 感染に対して有効である可能
性を示唆している。 
本研究における免疫戦略は一つの抗原によって二つの立体特異的エピトープを認識
する抗体の作出を可能にした。その誘導機構における免疫学的、または蛋白質立体構
造的根拠を 示すこと はで きてい ない 。し かし なが ら 、最近 James らは二 つの
conformation で存在する同一の抗体が二つの構造学的に異なる抗原を認識できること
を立体構造学的に証明している 116)。本研究において誘導された抗体の抗原認識機構が
James らの提唱する機構と同じであるかは不明であるが、今後解明されるべき興味深い
事項のひとつである。次に、CPMAb-I∼VII は cCD 抗原に結合し、CCR5 及び CXCR4 を
同時に認識するにもかかわらず抗 HIV 効果に多様な違いを生じた。この感染阻害効果
の相違のメカニズムは不明であるが、このことは HIV-1 感染における HIV-1 コレセプタ
ー利用に関連するウイルス側とコレセプター側のいくつかの重要な因子を示唆している
ものと考える。一つは、cCD-MAP によって誘導された抗体は CCR5 及び CXCR4 の異な
る conformation、もしくは active form を識別している可能性があるということである。実
際に、HIV-1 コレセプターCCR5 及び CXCR4 は細胞表面上でいくつかの conformation
又は’active form’で存在していることが報告されており 117-119)、また通常 CCR5 と CXCR4
は異なる microcluster を形成するが 120)、HIV-1 感染時においてはその局在に変化を与
えることを示唆する報告があることは興味深い 121, 122)。二つ目は、ｃCD-MAP によって誘
導された CPMAb-I∼VII は細胞表面の CCR5 及び CXCR4 に対して同様に認識するが、
レセプターに結合後に UPA 又はその周辺の立体構造に変化を生じさせ、播種した
HIV-1 が侵入に適した立体構造と、適さない立体構造のいずれかを生じさせた可能性が
ある。このことを支持する根拠がある。１）HIV-1 の吸着侵入過程において UPA の立体
構造が可変性である可能性 123)があり、２）CCR5 の ECL-2 の立体構造の変化が HIV-1
侵入に対して影響を与えるかもしれない 124)ということである。Liu らは最近、CCR5 と
gp120 との相互作用を hydrogen bond、salt bridge、及び van der Waals 相互作用を用い
て protein structure modeling、docking、及び molecular dynamic simulation を組み合わせ
て計算した CCR5 推定立体構造を報告した 123)。その報告において gp120 が CD4 に結合
後、CCR5 と相互作用するまでの一連の過程において CCR5 の UPA も含む細胞外ドメイ
ンはその立体構造をダイナミックに変化させるようである。また最近になり、細胞表面に
CCR5 を発現しながらも HIV-1 感染に抵抗性を有する CCR5 変異体がヒトにおいて見出
された 124)。この変異体は ECL-2 を含む conformational epitope を有する抗 CCR5 抗体
2D7 によって認識されず、CCR5 の細胞外ドメイン、なかでも ECL-2 の立体構造が変化し
ていることが示唆され、その結果、HIV-1 の侵入が阻害されている可能性が報告されて
いる。この二つの仮説のいづれか又はどちらともが CPMAb-I∼VII による感染阻害効果
の違いを説明するかもしれない。またこのような細胞外構造変化とそれらに適合した
HIV-1 が存在する可能性は同時に両レセプターに対する阻害剤開発においても重要な
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問題である。これまでに CCR5 および CXCR4 に対する低分子阻害剤及び natural ligand
において、不完全な阻害濃度における長期培養実験において、阻害剤存在下でも増殖
可能な escape mutant が生じている 125-129)。加えて、どちらかのコレセプター阻害剤単独
使用はウイルスのトロピズムのシフトを生じさせることも明らかとなった 130, 131)。また抗
CCR5 単クローン抗体 2D7 においても同様な escape mutant が生じており 132)、両レセプ
ターに対する阻害剤又は単クローン抗体による単独投与による治療にも限界があること
が考えられる。したがって、本研究において CPMAb-I∼-VII においてみられたように、
cCD-MAP 免疫により誘導された抗 cCD 抗体が多様な阻害活性を有し、またそれらがカ
ニクイザル抗血清においてみられたように cCD 抗原に対する高い抗体価によって幅広
い R5 及び X4 HIV-1 の臨床単離株の感染阻害効果を得られたことは、cCD 抗原が生体
内で native な UPA 構造をよく mimic し、UPA のとりえる多様な立体構造に対する抗体が
誘導できることを示唆している。従って本免疫戦略は遺伝的多様性と易変異原性によっ
て生じたワクチン候補選択の失敗の根本的な原因を解決しうる新たな AIDS ワクチン戦
略の基礎的根拠を与えるものと考える。 
 
 
 
 
 
 
 
Table II Classification of CPMAb-I∼-VII based on antiviral activities against clade B  
and Non-clade B 
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第3章 HIV-1 コレセプターCCR5 に基づいた AIDS ディフェンスワクチン開発
のための薬学生化学的基礎研究 
 約 4,000 万人の世界の HIV-1 感染者の 80％は異性間性的伝播により感染に至ってい
る 133)。HIV-1 の標的細胞への侵入機構の解明は HIV-1 コレセプターの発見以後、急速
に進んでいるが、性的伝播における研究においては、生殖器から体内への HIV-1 の侵
入機構だけでなく、侵入後に最初に感染する細胞さえ未だ明確には解明されていない。
これまで、いくつかのin vitro及びex vivoにおける性的伝播実験モデルが用いられ 134-136)、
女性における性的伝播の考察がなされているが、男性における HIV-1 の性的侵入機構
はまだモデルすら見いだされていない状況である。しかしながら、CCR5 を細胞表面から
欠失した機能的欠損変異を有するヒトにおいては、HIV-1 感染に対して極めて抵抗性を
有しており 71-74)、さらに CCR5 に対する自己抗体の保有は HIV-1 感染に対して抵抗性を
示す 100-104)ことは感染初期における R5 ウイルスの優先的複製を支持する一方で、R5 ウ
イルスの特異的感染阻害を目的としたワクチン戦略は性的感染防止において特に重要
であることを暗示している。これまでに霊長類 AIDS モデルにおいてワクチン接種群で完
全に感染を防御できたワクチンは弱毒生ワクチン 43)など、極めて少数で、かつあまり現
実的ではない方法で行われた場合である。また粘膜局所に適用された大量の中和抗体
137)もしくは大量の CCR5 阻害剤 138)によって粘膜チャレンジを完全に防御できている。一
般的に膣粘膜は物理的に外界と隔離されており、外来抗原の優先的な取り込み機構及
び組織は今のところ見出されていない。そのことが中和抗体や CCR5 阻害剤を大量投与
しなければ感染を防御できない理由であると考えられる。従って、ワクチンによって獲得
免疫として生体内に CCR5 に対する抗体誘導が可能であれば感染防御が可能であるこ
とが予想される。 
 これまで CCR5 の UPA 由来の環状 dodeca peptide (cDDR5)に MAP 結合させた
cDDR5-MAP を免疫抗原として、Balb/c マウスに免疫し、得られた単クローン抗体
KB8C12 が CCR5 を特異的に認識し、R5 HIV-1 の感染を特異的に阻害することを庄司ら
が報告している。本章では、cDDR5 のカニクイザルにおける免疫原性と得られた抗血清
の免疫化学的諸性質及び抗HIV-1活性を検討し、さらにcDDR5-MAP免疫カニクイザル
個体に対してカニクイザルの PBMC で調製した病原性 SHIVSF162P3 を静注チャレンジし、
初感染モデルにおけるウイルス感染防御効果を検討した。 
  
第 1 節 cDDR5 の設計と免疫抗原 cDDR5-MAP の合成 
 
 本研究では HIV-1 コレセプターCCR5 の UPA の特異的立体構造に着目し、ロドプシン
とのホモロジー計算に基づいて CCR5 の立体構造を MOE（molecular operating 
environment）を用いて計算化学的に推定した(Figure 18A)。細胞外第 2 ループ（ECL-2）
の Cys178 は細胞外第 1 ループの Cys101 間でジスルフィド結合を形成し、11 残基のアミノ
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酸から構成されるユニークなアーチ状構造（UPA）を形成した(Figure 18B)。UPA の
conformational epitope を mimic するように設計した cDDR5 は UPA の Cys178 を除いた
decapeptide (Arg168Ser169Gln170Lys171Glu172Gly173Leu174His175Tyr176Thr177)に spacer-armed 
dipeptide (Gly-Glu)を挿入し環状化することによって CCR5 の UPA と同様の立体構造を
とりえることが推測された(Figure 18C)。HIV-1 感染において、CCR5 の ECL-2 はその侵
入に非常に重要な部位であることが示唆されている 84-86)。合成は Fmoc chemistry に従
い、側鎖保護直鎖 dodecapeptide を合成し、環状化した。得られた cDDR5 にさらにキャリ
アーとして MAP を spacer armed dipeptide の Glu のg-carboxyl group に結合させた
cDDR5-MAP を免疫抗原として作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18. Deduced structure of UPA in ECL-2 of CCR5. A, The predicted model of CCR5 was constructed using the segmented 
approach, and MOE was used for actual calculation. The determined structure of rhodopsin was used as the template. 
Transmembrane helixes are in cyan. The extracellular loops of CCR5 are color-coded: amino terminus, blue; ECL-1, green; ECL-2, 
yellow-orange; UPA, yellow; and ECL-3, magenta. The intercellular loops are in gray and the C terminus in red. B, Predicted model of 
UPA in CCR5. Since cysteine residues in ECL-1 and ECL-2 form a disulfide bond, the ECL-2 region of CCR5 has a unique arch 
structure consisting of 11 amino acid residues (yellow). In this study, UPA was selected as the target of peptide immunogen. C, To 
mimic the deduced conformational epitope of UPA in CCR5, the decapeptide (R168SQKEGLHYT177) derived from the UPA sequence 
was cyclized by inserting the spacer-armed dipeptide (Gly-Glu), and the deduced structure of cDDR5 (in cyan) was adopted as the 
deduced structural model of UPA in CCR5 using the MOE-Align tool. 
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第 2 節 cDDR5 免疫カニクイザル抗血清の免疫化学的諸性質の検討 
 
 免疫抗原 cDDR5-MAP 及びコントロール抗原 MAP を各々300 mg を各 3 頭の 4 歳、雄、
カニクイザルへ FCA とのエマルジョンを 0 週目と 1 週目に腹腔内へ、FIA とのエマルジョ
ンを 6 週目に皮下へ免疫した。免疫後得られた抗血清を用いて、cDDR5 抗原が固定化
された BIAcore センサーチップを用いた表面プラズモン共鳴法によって cDDR5 に対する
抗体の検出を行った。まず始めに、cDDR5-MAP 免疫後の抗 cDDR5 抗体の誘導期間と
その強度を調べるために、試験的にカニクイザル 1 頭において cDDR5-MAP を免疫後得
られた抗血清を用いて試験した。その結果、三回目免疫後 4 週目（初回免疫後 10 週目）
において、抗血清のtiterが最も高かった(Figure 19)。またcDDR5-MAP免疫は抗cDDR5
抗体を少なくとも 15 週間は誘導することができたが、初回免疫後 21 週目にかけて抗
cDDR5 抗体産生は減弱した(Figure 19)。そこで、次に、Figure 20A に示す免疫スケジュ
ールで Figure 19 と同様に cDDR5-MAP 又は MAP をそれぞれ 3 頭のカニクイザルに免
疫した。その後得られた抗血清を Figure 19 と同様に BIAcore 分析を行った結果、有意な
cDDR5 特異的抗体応答がすべての cDDR5-MAP 免疫カニクイザル no.11、13、16 にお
いて初回免疫後 8 週目に検出された(Figure 20B)。対照的にコントロール抗原免疫ザル
はいずれも 8 週目においても有意な抗体応答を示さなかった(Figure 20B)。BIAcore 分析
で抗血清の力価が高かった 8 週目の抗血清の細胞表面 CCR5 に対する反応性を flow 
cytometry を用いて検討した。その結果 cDDR5-MAP 免疫カニクイザルにおいて no.11（5
倍及び 100 倍希釈）、no.13（5 倍及び 100 倍希釈）、及び no.16（100 倍及び 400 倍希釈）
の抗血清は免疫前血清に比べて有意に CEM-CCR5 の CCR5 を認識した(Figure 20, 
C-H)。対照的に、MAP 免疫カニクイザルにおいてはそのような有意な結合を示さなかっ
た (data not shown)。 
 
 
 
Figure 19. Induction of cDDR5-specific Abs after immunization with cDDR5-MAP in cynomolgus macaques.Serum samples 
obtained before and after immunization with cDDR5-MAP (at 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, and 21 wpim) were examined to investigate whether 
the antisera against the moiety of cDDR5 can be raised in cynomolgus macaques using real-time biomolecular interaction analysis 
using surface plasmon resonance with a biotinylated-cDDR5-bound BIAcore biosensor. 
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 第 3 節 cDDR5-MAP クイザル由来抗血清の抗 HIV 活性の検討 
 
本章第 2 節において、cDDR5-MAP 免疫カニクイザル由来抗血清が cDDR5 抗原を認識
し、intact な CCR5 を認識することを示した。そこで、cDDR5-MAP 免疫カニクイザル由来
抗血清の抗 HIV 効果を MAGIC-5 assay94)を用いて検討した。MAGIC-5 細胞は段階希釈
Figure 20. Immunization schedule and detection of anti-CCR5 Abs in cynomolgus macaques. (A) Immunization schedule for 
cynomolgus macaques. Three cynomolgus macaques (Nos. 11, 13, and 16) were immunized intraperitoneally (i.p.) at 0 weeks and 1 
week with 300 µg of cDDX4-MAP, and boosted subcutaneously (s.c.) at 6 weeks with 300 µg of cDDR5-MAP. Another three 
cynomolgus macaques (Nos. 7, 8, and 9) were immunized with MAP as the control. Blood sampling was performed at 0, 1, 2, 4, 6, 8, 
10, 12, 14, 15, 17 and 21 wpim. (B) detection of anti-cDDR5-MAP serum Abs in in cynomolgus macaques. Serum samples obtained 
before and after immunization with cDDR5-MAP (macaque Nos. 11 (closed circle), 13 (closed square), and 16 (closed triangle)) or 
MAP (macaque Nos. 7 (open circle), 8 (open square), and 9 (open triangle)) were examined to investigate whether the antisera 
against the moiety of cDDR5 can be raised in cynomolgus macaques. The anti-cDDR5 macaque Abs from each serum sample was 
detected by real-time biomolecular interaction analysis using surface plasmon resonance with a biotinylated-cDDR5-bound BIAcore 
biosensor as shown in Fig. 2. Sensorgrams from the serum samples taken before and after immunization were obtained, and the 
highest response units (R.Us.) in each sample were plotted. (C-H) Flow cytometry of serum Abs from cynomolgus macaques (No. 11, 
3C, and 3D; No. 13, 3E and 3F; No. 16, 3G and 3H) immunized with cDDR5-MAP. CEM-CCR5 cells were subjected to flow cytometry 
in which the cells were separately incubated with the preimmunization (dark blue histogram) and 8 wpim (red histogram) sera diluted 
1:5, 1:100, or 1:400 with PBS. The dilution folds are shown as 5, 100, or 400 dil in each figure. Significant binding to a cell was 
determined positive when the mean fluorescence intensity (MFI) ratio of 8 wpim serum to 0 wpim serum is more than 1.5. 
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した免疫後 8 週目の抗血清存在下で、別々に実験室株の二つの HIV-1 （R5 ウイルス
の JRFL 及び X4 ウイルス LAV-1）を播種した。その結果、予想したように、3 頭すべての
cDDR5-MAP 免疫カニクイザルの免疫後 8 週目の抗血清は X4 ウイルスである LAV-1
の感染は全く阻害せず(Figures 21A-C)、R5 ウイルスである JRFL の感染を濃度依存的
に阻害した(Figures 21D-F)。さらに、cDDR5-MAP 免疫カニクイザル no.16 の免疫後１0
週目の抗血清はサブタイプ A 及び C 由来 R5 ウイルスの HIV-1 臨床単離株である
93RW004 及び MJ4 の感染を免疫前血清と比べて有意に阻害した(Figures 21G and H)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Inhibitory effects of pre- and postimmunization sera on HIV-1 R5 and X4 infections. MAGIC-5 cells were separately 
incubated with serially diluted 8 wpim serum from cDDR5-MAP-immunized macaques (A and D, No. 11; B and E, No. 13; C and F, No. 
16). Preimmunization serum was used as control. The cells were further cocultured in a medium containing various HIV-1 strains 
(A-C, LAV-1; D-F, JRFL) for 48 hr. The infected cells, which were stained blue, were counted by a conventional method. The number 
of cells stained blue is expressed as percentage (%) relative to the number of cells in the preimmunization serum (control) stained 
blue for each macaque. No significant cytotoxicity of the immunization-serum-containing medium was observed. Values represent the 
mean of three determinations. (G, H) MAGIC-5 cells were separately incubated with preimmunization and 10 wpim sera, which were 
dialyzed and diluted (1:2) with PBS, from vaccinated macaque No.16. The cells were further cocultured in a medium containing 
non-clade B HIV-1 strains (HIV93RW004, HIVMJ4) for 48 hr.    
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第４節 cDDR5-MAP クイザル由来抗血清の病原性 SHIVSF162P3 に対する阻害効果 
 
SHIVSF162P3 bulk isolate はアカゲザルにおいて病原性を示す CCR5 特異的 SHIV である
97, 98, 139, 140)。cDDR5-MAP 免疫カニクイザル no.11、13、及び 16 由来の免疫後 8 週目の抗
血清の SHIVSF162P3 bulk isolate 感染阻害効果を MAGIC-5 細胞及び T-cell line である
CEM-CCR5 細胞を用いて検討した。その結果、8 週目の抗血清は免疫前血清と比べて
有意に SHIVSF162P3 bulk isolate の感染を阻害した(Figures 22A-C)。また別の細胞を用い
て 8 週目の抗血清の SHIVSF162P3 bulk isolate 感染に対する阻害効果を検討した結果、
cDDR5-MAP 免疫カニクイザルの免疫後 8 週目の抗血清は免疫前血清と比べて
CEM-CCR5 における SHIVSF162P3 bulk isolate の増殖的感染及び複製を阻害し、上清中に
含む SHIVSF162P3 bulk isolate 由来の p27 抗原量を阻害した。従って cDDR5-MAP 免疫に
より誘導された抗 cDDR5 抗体は MAGIC-5 細胞及び T-cell line である CEM-CCR5 細胞
の CCR5 に結合することによって R5 HIV-1 だけでなく、CCR5 特異的病原性 SHIVSF162P3 
bulk isolate の感染を阻害することを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22. Inhibitory effects of pre- and postimmunization sera on CCR5-specific SHIVSF162P3 infection. The upper and bottom figures 
show the results of MAGIC-5 assay (A, No. 11; B, No. 13; C, No. 16) and productive infection assay (D, No. 11; E, No. 13; F, No. 16), 
respectively. In MAGIC-5 assay, MAGIC-5 cells were separately incubated with preimmunization and 8 wpim sera, which were dialyzed and 
diluted (1:10) with PBS, and cocultured in the SHIVSF162P3-containing medium for 48 hr. The infected cells, which were stained blue, were 
counted. Closed and hatched bars represent the results from preimmunization and 8 wpim sera, respectively. No significant cytotoxicity of 
the immunization-serum-containing medium was observed. Diluted virus stocks that infected 100 to 300 cells as identified by their blue 
staining were used. The number of cells stained blue was expressed as percentage (%) relative to the number of cells in the 
preimmunization sera (control) stained blue. All data represented means obtained from three separate experiments. Statistically significant 
differences compared with preimmunization serum are indicated by asterisks (*, p< 0.05; **, p< 0.01). In the productive infection assay, 
CEM-CCR5 cells (5 x 105) were infected with the SHIVSF162P3-containing medium in the presence of preimmunization and 8 wpim sera for 18 
hr. The cells were washed with PBS, plated onto 24-well plates, and then cultured in the RPMI-1640 medium containing 10% FBS. The p27 
antigen in culture supernatants obtained at 24, 48, 72, 96, and 120 hr postinfection was detected. Cynomolgus macaque No. 11, Pre 
(closed circle) and 8W (open circle); No. 13, Pre (closed triangle) and 8W (open triangle); No. 16, Pre (closed square) and 8W(open 
square). 
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第 5 節 cDDR5-MAP クイザル由来抗血清の抗 cDDR5 抗体のカニクイザル及びヒト由
来 CCR5 に対する交差反応性の検討 
 
 ヒト及びカニクイザルの CCR5 の UPA は 1 残基(Lys171Arg)異なっている。市販されてい
る抗ヒト CCR5 抗体 2D7 は Lys171 を含むエピトープを認識し、この結合活性は 1 残基置
換（Lys171Arg）によって阻害される 141)。そこで cDDR5-MAP 免疫により誘導された抗
cDDR5 抗体がヒトとカニクイザルの種を越えた CCR5 を認識できるかどうかを検討した。
同じく市販されている抗 CCR5 抗体である 3A993)はヒト及びカニクイザル CCR5 をともに
認識する。そこで 3A9 のカニクイザル CCR5 への結合を抗 cDDR5 抗体が阻害するかど
うかをカニクイザル PBMC(Figures 23A-D)及び lymphocytic cell line HSC-F (Figures 
23E-H)細胞を用いた flow cytometry によって検討した。免疫前血清(Figures 23C and G) 
又は免疫後 10 週目血清(Figures 23D and H)との preincubation 後、又は無血清の状態
(Figures 23B and F)で FITC 標識抗 CD95 抗体と PE 標識抗 CCR5 抗体(3A9）による反応
性への影響を検討した結果、コントロール(Figures 23, B and F)と比べて免疫前血清は
3A9 の CCR5 に対する結合をほとんど阻害しないが(Figures 23C and G)、免疫後 10 週
目の抗血清は阻害した(Figures 23, D and H)。また免疫後 10 週目の抗血清は FITC 標識
抗 CD95 抗体の結合は阻害せず、3A9 の結合を阻害しているので(Figures 23D and H)、
観察された 3A9 の阻害は特異的である。加えて、免疫前血清は 3A9 の結合をほとんど
阻害しなかった(Figures 23C and G)。従ってこれらの結果は誘導された抗 cDDR5 抗体は
カニクイザルの細胞表面に発現した native な CCR5 に対して交差反応できることを示
す。 
 
 
 
 
Figure 23. Inhibition of binding of a MAb against CCR5 (3A9) to cynomolgus macaque PBMC or HSC-F by anti-cDDR5 serum. 
Macaque PBMC (A-D) or HSC-F (E-H) was incubated with FITC-labeled IgG1 and PE-labeled IgG2 (A, E), FITC-labeled anti-CD95 and 
PE-labeled anti-human CCR5 MAb (3A9) (B, F), FITC-labeled anti-CD95 and PE-labeled anti-human CCR5 MAb (3A9) after 
preincubation with preimmunization (C, G) or 10 wpim sera (D, H). Staining was assessed by flow cytometry, and fluorescence was 
measured after gating the lymphocyte population. Inhibition of 3A9 binding was determined by two methods: first, by quantitating the 
percentage of CD95+ cells that were also 3A9-PE positive; second, by determining the mean fluorescence index (MFI) of CD95+ cells 
that were bound by 3A9. These values are displayed in the quadrant. 
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第 6 節 SHIVSF162P3 初感染に対する in vivo 感染阻害効果の検討 
 
 最終免疫後 5 週目（初回免疫後 11 週目）において、cDDR5-MAP 及び MAP 免疫カニ
クイザルすべてに 10 TCID50 (50 % tissue culture infectious dose)/ml SHIVSF162P3 を 1ml
静注にチャレンジした。急性ウイルス感染の過程は plasma viral load 及び CD4+T 細胞数
(%)を測定することによりモニターした (Figure 24)。コントロールカニクイザル 3 頭のすべ
てにおいて、以前に知られているように 97, 98, 139)、ピーク血中ウイルス量（viral RNA 
copies/ml）が 1X109 と 3X109 viral RNA copies/ml の間に達し、末梢 CD4+T 細胞の穏や
かな減少を示した。またチャレンジ後 1 週目から 4 週目までの約 3 週間は 108 viral RNA 
copies/ml を維持した。末梢血 CD4+T 細胞の実質生細胞数(%)はウイルス量と逆相関し
た。さらに、ワクチンの有効性を評価するために、ワクチン接種群とコントロール群の幾
何平均血中ウイルス RNA 量を比較した。その結果ウイルスチャレンジ後、4 週目までに
おいて播種後1週目においてのみ二つの群間で有意差があった(Table III)。またチャレン
ジ後 1 から 4 週目の間で二つの群間における幾何平均血中ウイルス RNA 量は 19.95∼
217.10 倍の相違があった。ワクチン接種されたカニクイザルはチャレンジ後 3 週間はコン
トロールと比べて遅延したより低いピークウイルス量を有した。一方チャレンジ後 6∼8 週
間においてはコントロールカニクイザルの 103∼105 viral RNA copies/ml とは対照的に、
104～3X106 viral RNA copies/ml のレベルを維持した。さらに in vitro における高い抗
HIV-1 及び抗 SHIV 活性が SHIV 急性感染の初期課程における低い血中ウイルス量と
相関するかどうかを調べた。SHIV チャレンジ前の in vitro における抗 HIV-1 及び抗 SHIV
活性と SHIV チャレンジ後 1 週目における血中ウイルス量とを比較した結果、in vitro に
おいて高い抗HIV及び抗SHIV活性を有していたcDDR5免疫カニクイザルno.16はSHIV
チャレンジ後１週目においてワクチン接種群において最も低い血中ウイルス量(2X106 
viral RNA copies/ml)を示した(Table IV)。これらの結果は in vitro におけるより高い抗 HIV
及び抗 SHIV 活性は in vivo におけるより低いウイルス量と関連することを示唆している。 
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Figure 23. Intravenous challenge with SHIVSF162P3. Whole-blood samples were collected at -1, 1, 3, 4, 6 and 10 weeks postchallenge 
and the samples were examined for plasma viremia (open circle) and peripheral CD4+ T-cell count (%) (closed circle). Viral RNA was 
extracted from macaque plasma, then reverse-transcribed. The resulting cDNA duplicates were amplified by quantitative real-time PCR.  
TABLE III Statistical analysis of geometric mean viral loads 
a. The ratio of the geometric mean titers at the indicated  time points postchallenge. A value of 217.10 indicates that the geometric 
mean viral load of the control group is 217.10 times higher than that of the vaccinated group. 
b. P values were obtained from two-sample t test at the  indicated time points. The Mann-Whitney U-test also provided similar 
statistical results. Value in boldface is statistically significant (P<0.05). 
c. P value was not calculated because the geometric mean viral load of the vaccinated group is higher than that of the control 
group . 
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第 7 節 考察 
 
 CCR5 は HIV-1 伝播において重要な宿主因子であることが、以下の知見に基づいて述
べられている。1) CCR5 をコードする領域の 32 塩基を欠損した CCR5 D32 homozygote
は HIV-1 感染に対して高度な感染抵抗性を有する 71-74)。2) ESNs において抗 R5 HIV-1
活性を有する抗 CCR5 抗体が存在し、in vivo においてそれらは CCR5 を down-modulatie
する 100, 142)。従って、CCR5 特異的自己抗体を戦略的に誘導する免疫戦略は多様なサブ
タイプの HIV-1 感染に対して、予防的な HIV-1 ワクチンとなりえる可能性がある。そこで
本研究では、native な CCR5 を認識する抗体を誘導するために、CCR5 の UPA(Arg168 to 
Cys178)の推定立体構造に基づいて cDDR5-MAP を作製した。UPA を標的とした理由は
ECL-1 と ECL-2 は強固なジスルフィド結合を形成するため、UPA の立体構造が他の細
胞外領域と比べて安定性に富む領域であることが推定され、また CCR ファミリーにおい
て配列が独特であり、種間で高度に保持されていること、さらに幅広い R5 HIV-1 の感染
において重要な領域であることなどが挙げられる。UPA 由来の decapeptide (Arg168Ser169 
Gln170Lys171Glu172Gly173Leu174His175Tyr176Thr177)を spacer-armed dipeptide (Gly-Glu)を介し
て環状化することにより native な CCR5 の推定立体構造を mimic した。そして実際に
cDDR5-MAP をカニクイザルへ免疫した結果、R5 HIV-1 実験室株 JRFL、R5 HIV-1 臨床
単離株（subtype A: 93RW004 and subtype C: MJ4）、そして R5 SHIVSF162P3 bulk isolate の
感染を有意に阻害ができる CCR5 特異的自己抗体を誘導することができた。これらの結
果は non-clade B 臨床単離株由来の R5 HIV-1 の感染において ECL-2 領域が重要であ
るという Thomson らの最近の報告 143)と一致する。それゆえ、CCR5 の UPA 由来の
a. Antiviral activity was determined by MAGIC-5 assay using HIV-1JRFL data shown in Figs. 21, D-F.  
b. Antiviral activity was determined by MAGIC-5 assay using SHIV-1SF162P3 data shown in Figs. 22, A-C. Values were calculated 
using the following equation: 100-(relative % of control (%)). 
c. Based on data shown in Fig. 24. 
d. Antiviral activity was not detected. 
TABLE IV Relationship among anti-cDDR5 antibody response, antiviral activity, and viral load in cynomolgus macaques 
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cDDR5-MAP は幅広い HIV-1 感染阻害を可能にする HIV-1 コレセプターに基づいたワク
チン候補として、CCR5 の他のドメインよりも有用な抗原であるかもしれない。 
 ワクチンの効果を評価するために、R5 SHIVSF162P3 を cDDR5-MAP 又はコントロールとし
て MAP を免疫したカニクイザルへ静注チャレンジした。3 頭すべてのコントロールカニク
イザルは、1X109∼3X109 viral RNA copies/ml のピーク血中ウイルス量（viral RNA 
copies/ml）を示し、約 3 週間（ウイルスチャレンジ後１∼４週の間）血中ウイルス量を 108 
viral RNA copies/ml で維持した。また末梢 CD4+T 細胞の穏やかな減少を示し、これらの
SHIVSF162P3 感染後の挙動は Reyes らの最近の報告 139)とも一致する。対照的に、
cDDR5-MAP 免疫カニクイザルはウイルスチャレンジによりチャレンジ後 1 週目において
血中ウイルス RNA が検出されたが、血中のウイルス量のピークはコントロールサルより
も遅延し、チャレンジ後 3 週目であった。また cDDR5-MAP 免疫カニクイザルの血中ウイ
ルス量はコントロール(103∼105 viral RNA copies/ml)とは対照的に、ウイルスチャレンジ後
6∼10 週目において 104∼3X106 viral RNA copies/ml であった。しかしながら、Table III で示
したように、ウイルスチャレンジ後 1～4 週目の間における二群間の幾何平均ウイルス量
において 19.95∼217.10 倍の相違が認められ、感染第 1 週目の１点のみ幾何平均ウイル
ス量を 217.10 倍有意に減少させた。さらに Table II では in vitro における抗 cDDR5 活性
を有するより高い抗 HIV 及び抗 SIV 活性は in vitro において低い血中ウイルス量を生じ
ることを示唆した。これらの結果は高い抗 CCR5 抗体の誘導は急性 HIV-1 感染期のウイ
ルスの伝播を抑制できることを示唆している。 
 本研究では、cDDR5-MAPをカニクイザルへ免疫することによって細胞表面のnativeな
CCR5 を認識し、R5 HIV-1 の感染を阻害できる抗 cDDR5 抗体が誘導されることを示した。
また、cDDR5-MAP 初回免疫後 11 週目に R5-tropic SHIVSF162P3 を 10TCID50/ml を 1ml
静注チャレンジした。10TCID50 のチャレンジウイルス力価はすべてのワクチン未接種の
コントロールカニクイザルが感染するように設定した。現在のワクチン評価における SIV
又は SHIV の静注播種ウイルス量は 1～1,000 TCID50 であり、コントロール群が完全に感
染するために保障された量であり、本研究に用いたチャレンジウイルス力価もこの範囲
内である。予想されるように、3 頭のコントロールカニクイザルはすべて感染に至り、高い
血中ウイルス量を示した。一方 cDDR5-MAP 免疫カニクイザルにおいても、同様に感染
に至った。しかしながら感染後第 1 週目の幾何平均血中ウイルス量を 217.10 倍減少さ
せ、その後血中ウイルス量のピークをコントロールカニクイザルよりも遅延させた。HIV-1
は異性間の性的接触により伝播する。Discordant couple（1 人が HIV-1 感染者でもう 1
人が非感染者）における HIV-1 の伝播効率は男性から女性への場合 200～2,000 あたり
1 回、女性から男性の場合 200～10,000 回あたり 1 回という確率であり、非常に伝播しに
くいことを印象づけるコホート研究 144-146)がある一方で、性感染症(sexual transmitted 
disease; STD)や活発な性活動、生殖器の炎症、障害、又は HIV-1 急性感染期において
はその確率は飛躍的に上昇することなど 147-151)が報告されており、実際の異性間性行為
を介した HIV-1 感染においてどれほどのウイルスが体内へ侵入しているのかは現在で
も不明なままである。Sub-Saharan Africa の研究では 3.5X104 copies/ml の血中ウイルス
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量が HIV-1 陰性パートナーへ伝播するに必要である一方、１.5X103 copies/ml 以下の場
合は性的接触ではほとんど感染しないことを示した 152)。本研究において用いたチャレン
ジウイルス力価 10TCID50/ml のウイルス濃度は約 1X108 RNA copies/ml に相当し、この
値は HIV-1 感染者の精液中のウイルス濃度 153)より 1log オーダー高い値である。1ml の
ウイルスチャレンジ時に体重約 4.7kg であるとき、サル全血液(365 ml)でそれらのウイル
スが希釈されたと仮定しても、約 2.7X105 copies/ml のウイルスが一瞬のうちに体内に行
き渡る計算となる。性的接触によって、一度で 1X108 RNA copies ものウイルスが体内へ
入るとは考えにくく、本研究で用いたウイルス量は実際に性的伝播の際に、体内に侵入
してくるウイルス量よりもはるかに多いかもしれない。それにもかかわらず、cDDR5-MAP
免疫カニクイザルにおいては、ウイルス播種後第 1 週目の幾何平均血中ウイルス量を
217.10 倍減少させ、急性感染におけるウイルス複製を有意に抑制したことは非常に意
義深いものであると考える。またこれらの結果は CCR5 を標的とするワクチン戦略が初
感染防止に有効なひとつの免疫戦略になりえる基礎的根拠を与えるものと考える。 
 本研究は cDDR5-MAP 免疫によって CCR5 に対する自己抗体を誘導させ、HIV-1 感染
を防御することを目的とした免疫戦略である。したがって、自己抗原を標的にしている点
において、留意すべきいくつかの事項が通常のワクチンとは異なっている。１）標的分子
の機能阻害における利点と欠点：自己を標的とした免疫抗原であるからには、通常機能
している標的抗原分子への影響を考慮しなければならない。この点において、CCR5 を
細胞表面に欠失した CCR5D32 homozygote 及び抗 CCR5 抗体を有する CCR5D32 
homozygote 並びに ESNs においても免疫学的異常を示した報告はない 71-74, 100-104)。また
夫の PBMCs を治療として同種異型免疫された RSA の患者において抗 CCR5 抗体が後
天的に誘導され、抗CCR5抗体誘導による免疫学的異常は認められていない 106)。さらに
はCCR5阻害剤の臨床試験も進行中であるが、今までのところ著しい副作用は認められ
ていない 31, 32)。CCR5D32homozygote における免疫学的な若干の機能低下 95, 96)は報告さ
れているので、長期的な自己抗体誘導による免疫システムへの影響はフォローアップし
ていく必要があるが、現時点では CCR5 を標的とするワクチン戦略は CCR5 機能阻害に
よる重篤な副作用はないようである。２）CTLs、Antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity (ADCC)及び complement-dependent cell lysis (CDC)の誘導：標的自己抗原
に対する抗体産生応答は誘導したいが、自己抗原に対する CTLs、ADCC、及び CDC の
誘導は自己免疫疾患との関連性も高いことからできるだけ避けることが望ましい。この
点において、ワクチンに用いる抗原をできるだけ小さくすることによって抗原特異的 T 細
胞応答を回避できる可能性がある。一般的に自己抗原における T cell epitope の数はお
およそその抗原を構成するアミノ酸の数に依存するからである。本研究で用いた免疫抗
原 cDDR5-MAP は標的分子 CCR5 のなかでも、細胞外ドメイン領域内の、さらに限られ
た 11 残基のアミノ酸から構成される制限された領域（UPA）の 10 残基を標的とするため、
これらの T cell epitope になりにくいと考えられる。実際に自己抗原由来の B cell epitope
を 8 残基以内にすると、T cell epitope の最小限度のサイズよりも小さくなり、T cell 応答
を誘導できなくなるであろうと考えられている 154)。本研究において、CCR5 発現細胞に対
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する CTLs、ADCC、及び CDC の誘導の有無の詳細は調べていないが、少なくとも
cDDR5-MAP 免疫カニクイザルの末梢血の CD4+T 細胞数は免疫後も安定であり、また
獣医師による健康診断においても異常は認められていないことから、これら自己分子に
対する CTLs、ADCC、及び CDC は誘導されるとしても非常に弱いものであると考える。
３）免疫原性の維持：通常は自己抗原に対する免疫応答はトレランスを誘導することが
多いので、CTLs、ADCC、及び CDC はできるだけ減らす努力をする一方で免疫システム
における自己抗原の免疫原性の維持は重要である。現在、自己抗原を標的としたワク
チン開発は多くの疾患モデルで検討され、そのうちいくつかは臨床試験で評価されてい
る。またこれまでに、サル及びヒトにおいて、自己抗原としての CCR5 に対する高い免疫
原性が実証されてきた 100-106, 109-114)。CCR5D32 homozygote における性的に暴露された
CCR5 発現細胞が同種抗原として免疫原性を有すること 104)は容易に予想できるが、wild 
type CCR5 (wt CCR5)を有するヒトにおける抗 CCR5 抗体の誘導は CCR5 を認識できる
B cell receptor (BCR)のレパートリーの潜在的な存在の可能性を示唆しているが、抗
CCR5 抗体誘導の詳細なメカニズムは不明である。一方、Lopalco らは 48 名の ESNs の
うち、6 名(12.5%)から抗 CCR5 抗体を見出しているが、40 名の HIV-1 陽性患者と 45 名の
HIV-1 に暴露されていない unexposed seronegatives (USNs)では抗 CCR5 抗体は見出さ
れなかった 100)。また RSA の治療を目的とした夫の PBMCs の同種異型免疫は後天的に
抗CCR5抗体を誘導できている 106)。これらの報告は非自己蛋白質（HIV-1抗原や同種異
型抗原など）の存在と CCR5 抗体産生とには関連性がありそうである。それに関連して
最近興味深い報告がなされた。それは１）ヒト血中において全長 wt CCR5 よりも短いが、
ECL-2 を含む conformational epitope を有する抗 CCR5 抗体 2D7 によって認識できる
soluble CCR5 と命名された CCR5 component の存在 155)、２）ヒト精子上の CCR5 分子の
存在を裏付ける証拠 156-158)、そして３）ヒト PBMCｓ上清中の microvesicle における CCR5
の存在 159)である。これらの報告は体液だけでなく、精液中においても血球細胞表面以
外においても CCR5 抗原が存在することを示唆し、性的接触においてこれらの CCR5 抗
原がある種の非自己抗原とともに暴露された際に自己の CCR5 抗原に対する抗原性が
高められた可能性がある。そのような条件を満たす免疫抗原を作製することは自己抗原
を標的とした場合、その抗原性を高めるだけでなく、非自己抗原（病原体）に対する免疫
機能を高めるかもしれない。実際に、Chackerian らは CCR5 peptide を virus-like particle 
(VLP)に結合させた VLP-CCR5 conjugate ワクチンをブタオザルに免疫することにより
CCR5 に対する B cell tolerance を崩壊することに成功している 113)。自己の CCR5 に対す
る抗 CCR5 抗体産生記憶 B 細胞の誘導と維持は長期的抗 CCR5 抗体産生において重
要な問題である。長期的な抗原暴露が long-lived memory B cell の維持に重要であるこ
とが分かっており、前述のように体液、精液中の CCR5 component はこれらの記憶 B 細
胞の維持の一端を担うかもしれない。また実際に、ESNs において抗 CCR5 抗体を産生し
ているヒトのその後の追跡調査では防御的性行為をつづけていながらも抗 CCR5 抗体
が 2～3 年もの間維持されていた 100)。したがって、自己抗原の免疫方法の改良によって
長期誘導も可能と考える。 
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体内の大部分の CD4+/CCR5+ T 細胞は GALT へ分布しており、これら CD4+/CCR5+ T
細胞は GALT 内に存在する大部分の T 細胞を占めている 160-162)。最近になり、感染成立
後のごく初期（7～10 日）において、HIV-1 も SIV と同様に gut-associated lymphoid tissue 
(GALT)内における CD4+/CCR5+ T 細胞へ優先的に感染し、その結果爆発的なウイルス
産生とその大部分を消失させることを示した 163-164)。また、感染成立後、GALT 内の
CD4+CCR5+ T 細胞がほぼ消失するが、その後の HAART による治療で、血中ウイルス量
は検出限界以下まで抑制でき、血中 CD4+T 細胞数も正常値近くを保っているにもかか
わらず、これら GALT の CD4+/CCR5+ T 細胞はほとんど回復しないことが分かった 163)。
最初の標的細胞であるこれら GALT 内の CD4+/CCR5+ T 細胞をいかに防御できるかが
治療及びワクチンの評価において重要な項目となることが提唱されている 165, 166)。したが
って、GALT における免疫防御を誘導するための免疫戦略を考慮したワクチン戦略はと
くに重要である。ゆえに、HIV-1 の侵入、増殖の場である生殖器、GALT を含む局所粘膜
において、HIV-1 侵入を防御するための免疫応答を強化するために、非自己抗原として
のHIV-1抗原とcDDR5-MAPを組み合わせた免疫抗原を粘膜の抗原取り込み機構へ選
択的に送達するための新規の免疫抗原を現在考案中である。 
以上まとめると、霊長類 AIDS モデルとしてのカニクイザルへの cDDR5-MAP の免疫
は CCR5 特異的自己抗体を誘導し、in vitro において種々の R5 HIV-1 と SHIV の感染を
阻害し、ウイルスチャレンジ後のピークウイルス量を減少させた。本研究におけるこれら
の結果は、cDDR5-MAP を用いた免疫戦略が HIV-1 感染の主要なウイルスである R5 
HIV-1 の伝播に対して抵抗性を与える有効な感染防御ワクチンとなりえることの基礎的
根拠を与えた。 
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第 4 章 総括 
 
後天性免疫不全症候群(acquired immunodeficiency syndrome; AIDS)の最初の報
告から既に 25 年が経過しようとしている。この間に感染者数は約 4,000 万人に達し、
死亡者は年間 300 万人を越え、新規感染者数・死亡者数ともに増加の一途をたどっ
ている。世界の HIV-1 感染者の 95%以上が発展途上国に集中しており、次の世代形
成を担う若い世代に HIV-1 は急速に浸透・蔓延している現状を前に、人類は HIV-1
感染を制御・防御できる AIDS ワクチンをまだ手にしていない。それは HIV-1 が有する
固有の特性である易変異原性と遺伝的多様性によって、免疫システムの根幹である
液性免疫と細胞性免疫から逃れてしまうからである。そこで本研究では、AIDS ワクチ
ン開発失敗の最たる原因であるこれら HIV-1 の易変異原性及び遺伝的多様性に影
響を受けない新規の HIV-1 感染制御・防御ワクチン開発を試みた。その標的を HIV-1
由来のウイルス性蛋白質ではなく、宿主由来の HIV-1 コレセプターとして機能する、
ケモカインレセプターCCR5 及び CXCR4 を選択した。CCR5 は感染初期においてドミ
ナントとなる R5 ウイルスによって標的細胞へ侵入する際に利用され、CXCR4 は感染
中期～後期にかけて出現する R5X4 ウイルス及び X4 ウイルスによって利用される。
CCR5 及び CXCR4 を特異的に同時認識できる抗体誘導を目的に cCD-MAP を、
CCR5 に対する特異的抗体誘導を目的に cDDR5-MAP を作製し、感染制御・防御の
ための HIV-1 コレセプターを標的とした AIDS ワクチン開発のための薬学生化学的基
礎研究を行った。 
 
HIV-1 コレセプターに基づいた抗 multiclade HIV 免疫戦略 
HIV-1 の易変異原性は塩基配列に多様性を生じさせ、一個体内で多様な遺伝学
的亜種 (quasi species)を誕生させ、免疫機構からの逃避を可能にするだけでなく、薬
剤耐性の獲得をも可能にし、多くのサブタイプ、さらにはそれらの組換え型流行株
（circulating recombinant forms; CRFs）の出現も生じさせた。しかしながら、不幸中の
幸いか、これらの臨床単離株はCCR5又はCXCR4を主に利用する。したがって、両レ
セプターを同時認識する抗体誘導を目的として、抗原を作製した。抗原は両レセプタ
ーの特異的立体構造（CCR5 UPA; Arg168-Cys178, CXCR4 UPA; Asn176-Cys186）から 5
残基ずつ（CCR5; Ser169-Gly173, CXCR4; Glu179-Arg183）を spacer-armed dipeptide を介
して環状化し、作製した cCD-MAP によって誘導された抗体が、CCR5 及び CXCR4 を
特異的に認識し、これら全てのウイルスに対して感染防御できるかどうかを検討した。
その結果、cCD-MAP を Balb/c マウスに免疫することによって得られた単クローン抗
体 CPMAb-I∼VII は CCR5 及び CXCR4 を特異的に認識し、種々のサブタイプ由来の
R5 及び X4 HIV-1 感染に対して多様な感染阻害を示した。そこで、さらに cCD-MAP
の免疫原性を霊長類 AIDS モデルとして知られるカニクイザルを用いて検討した結果、
少なくとも 6 週以内には cCD-MAP を免疫したサル全てにおいて cCD 特異的抗体が
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誘導され、CCR5 及び CXCR4 を同時認識し、また cCD に対する抗体力価に依存して
種々の R5 及び X4 HIV-1 臨床単離株及び SHIV の感染を阻害した。これらの結果は
cCD に対する特異的抗体の誘導は HIV-1 の CCR5 又は CXCR4 の利用能に関係なく、
さらにはサブタイプ B だけでなくサブタイプ A、C 及び E による multiclade HIV-1 感染
に対して防御しうることを示唆している。まとめると、本研究において CPMAb-I∼VII に
おいてみられたように、cCD-MAP 免疫により誘導された抗 cCD 抗体が多様な阻害活
性を有し、またそれらがカニクイザル抗血清においてみられたように cCD 抗原に対す
る高い抗体価によって幅広い R5 及び X4 HIV-1 の臨床単離株の感染阻害効果を得
られたことは、cCD 抗原が生体内で native な UPA 構造をよく mimic し、UPA のとりえ
る多様な立体構造に対する抗体が誘導できることを示唆している。従って cCD-MAP
免疫戦略は遺伝的多様性と易変異原性によって生じたこれまでのワクチン候補選択
の失敗の根本的な原因を解決しうる新たな AIDS ワクチン戦略の基礎的根拠を与え
るものと考える。 
 
HIV-1 コレセプターCCR5 に基づいた AIDS ディフェンスワクチン開発のための
薬学生化学的基礎研究 
R5 HIV-1 は宿主に感染する際に CCR5 を利用し、感染初期において生体内でドミ
ナントに増殖する。また CCR5 を細胞表面から欠失したヒト（CCR5D32 homozygote）
は HIV-1 感染に高度に抵抗性を有していることや ESNs から見出された抗 CCR5 抗
体の存在からCCR5を標的としたワクチン開発はHIV-1の伝播を防止できる可能性を
示唆している。したがって、CCR5 の UPA (Arg168-Cys178)を mimic した cDDR5 を免疫
抗原として作製した cDDR5-MAP をカニクイザルへ免疫し、病原性 SHIVSF162P3 を静注
チャレンジし、初感染モデルにおける in vivo 感染防御効果を検討した。cDDR5-MAP
を免疫したカニクイザルすべてにおいてcDDR5特異的抗体を誘導し、CCR5を特異的
に認識し、種々の R5 HIV-1 及び SHIV の感染を阻害した。また病原性 SHIVSF162P3 静
注チャレンジに対して、cDDR5-MAP 免疫カニクイザルは MAP 免疫コントロールザル
と比べてチャレンジ後第 1 週目において 217.10 倍の有意な血中ウイルス量の低下を
示した。また得られた抗血清の in vitro における R5 HIV-1 及び R5 SHIV の感染に対
する高い阻害活性は in vivo における血中ウイルス量の低下を生じることを示唆した。
本研究におけるこれらの結果は、cDDR5-MAP を用いた免疫戦略が HIV-1 感染の主
要なウイルスである R5 HIV-1 の伝播に対して抵抗性を与える有効な感染防御ワクチ
ンとしてなりえることの基礎的根拠を与えた。 
 
本研究において得られた結果は、HIV-1 コレセプターを標的としたワクチン戦略は
遺伝的多様性と易変異原性によって生じたこれまでの AIDS ワクチン候補選択の失
敗の根本的な原因を解決しうる新たなワクチン戦略の基礎的根拠を与えるものと考
える。 
    42
 
 
 
 
 
 
 
 
実験の部 
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第5章 実験の部 
 
培養細胞 
 
ヒト T 細胞株、CEM、CEM-CCR5、Molt4#8 は浮遊系細胞であり、10% FCS を含む
RPMI-1640 培地を用いた。また hyb.CPMAb-I∼VII 細胞は 15% FCS を含む RPMI-1640
培地を用いた。 
 ヒト glioma 由来 NP2 cell line (NP2/CD4, NP2/CD4/CXCR4, NP2/CD4/CCR5)は
CD4 及び CCR5 の発現を維持するために G418 (0.1 mg/ml)及び Zeosin (0.1 mg/ml)
を 10% FCS を含む DMEM 培地を用いた。MAGIC-5 assay に用いた MAGIC-5 cell は、
CD4 の発現を維持するために、puromycin (1 mg/ml)を 2.5% FCS を含む DMEM 培地を
用いた。各々の細胞は 37℃、5% CO2 存在下において tissue culture flask 内で対数増
殖期(2.0X105∼1.0X106 cells/ml)の範囲で継代培養を行った。なお、細胞濃度は、
trypan blue 染色法により、生細胞数と死細胞数をカウントし求めた。 
 
プライマー 
 
本実験に用いたプライマーを以下に示す。 
SIV gag F-Primer 5’-GGAAATTACCCAGTACAACAAATAGG-3’ 
SIV gag R-Primer 5’-TCTATCAATTTTACCCAGGCATTTA-3’ 
 
第 2 章に関する実験 
 
2.1 cCD-MAP、cCD-Multi-Pin Block、及び cCD-Biotin の調製 
 側鎖保護直鎖 dodeca peptide (Asp-Ser-Gln-Lys-Glu-Gly-Glu-Ala-Asp-Asp-Arg 
-Gly)の合成は、2-chlorotritylchloride resin を用い 0.5 mmol スケールで Fmoc 
chemostry に従って合成し た。合成し た Asp(OBzl)-Ser(tBu)-Gln(Trt)-Lys(Boc) 
-Glu(OtBu)-Gly-Glu(OtBu)-Ala-Asp(OtBu)-Asp(OtBu)-Arg(Pbf)-Gly-resin に acetic 
acid/TFE/DCM (1:1:8)混液を加え、側鎖保護直鎖 dodeca peptide と樹脂を分離した。
得られた側鎖保護直鎖 dodeca peptide を 10% TFE を含む DMF 溶液に溶かし、縮合
剤である BOP を peptide の 5 倍当量加え 12 時間反応させ、C 末端 Gly のカルボキシ
ル基と N 末端 Asp のアミノ基を結合させ、凍結乾燥した。得られた peptide に 100% 
acetonitrile を加え、側鎖保護環状 dodeca peptide を抽出分離した。さらに、側鎖保護
環状 dodeca peptide を DMF に溶解し、パラジウム炭素を加え水素ガスにて 24 時間
接触還元し、spacer-armed dipeptide の Asp の保護基 benzyl ester 基のみを脱保護し
た。次に Asp の保護基のみを脱保護した側鎖保護環状 dodeca peptide に MAP-resin、
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Multi-Pin Block を結合させた。Fmoc-MAP resin (4 branch)を DMF で膨潤し、20 % 
piperidine を含む DMF を加え、室温で 30 min 間攪拌して Fmoc を除去し、DMF と
isopropanol で 3 回洗浄することで MAP-resin(4 branch)を得た。次にモル比で、カル
ボキシエチル側鎖保護 cCD：HOBt (1-Hydroxybenzotriazole)：BOP (Benzotriazole-1 
-yl-oxy-tris- (dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphate) =1：1.1：1.1 になる
ように DMF に溶解した。この混合溶液を、当量の DMF で膨潤させた MAP-resin (4 
branch)に加え、室温で 12 hr 反応させた。さらに常法により保護基をすべて除去した
後、逆相クロマトグラフィーカラムを用いた HPLC で精製し、高純度の cCD-MAP を
得た。また、cCD-MAP の合成確認は MALDI TOF-MS を用いた分子量確認を行っ
た。得られた cCD-MAP は常法に従い、免疫抗原として用い、cCD-Multi-Pin Block は
MultipinTM peptide synthesis kit (Chiron Technologies, Australia)の実験プロトコルに従
って作製し、単クローン抗体のスクリーニングに用いた。 
また、BIAcore analysisに用いるcCD-Biotinの作製も同様に、Peptide Synthesizer 
431A を 用 い て Fmoc chemistry に 従 い 、 Asp(OtBu)-Arg(Pbf)- 
Gly-Lys(Biot)-Ser(tBu)-Gln(Trt)-Lys(Boc)-Glu(OtBu)-Gly-Glu(OtBu)-Ala-Asp(
OtBu)-resin の合成を行なった。ペプチド合成に関しては、各アミノ酸残基の保護
基を切断することなく弱酸でペプチドを resin から遊離できる 2-chlorotritylchloride 
resin を用い、また合成プログラムは Peptide Synthesizer 431A の Fast MocTM サイ
クル、0.25 mmol スケールを使用した。全自動合成で得られた側鎖保護直鎖ペプ
チド樹脂に酢酸：TFE (2, 2, 2,-Trifluoroethanol)：DCM (Dichloromethane )=1：1：8 混
液を適量加え、室温で 30 min 攪拌した後、桐山ロートを用いてろ過し、常温、減圧
下で 2 ml まで濃縮し、冷水を注ぎ込み生じた沈殿を遠心(15,000 rpm, 30 min)し、
上清を除去した後、適当量の 50% acetonitrile を含む水を加えて凍結乾燥した。得
られた側鎖保護直鎖ペプチド 130 mg あたり 80 ml の 10% TFE を含む DMF を加え
て溶解させ、次に縮合剤である BOP をペプチドの 5 倍量を加え、室温で 24 時間攪
拌し反応させた。水 (2ml)を加え、反応を停止させ、加温、減圧下 3 ml に濃縮した。
約 30 ml の水を加え、遠心後、沈殿を 2 回洗って、50% acetonitrile を含む水を用
いて凍結乾燥した。ｃCD と linear dodeca peptide とが混在する凍結乾燥粉末に
100 % acetonitrile（2 ml）を加え、遠心（15,000 rpm, 30 min）し、上清を慎重に回収
し、別のチューブへ移し、50% acetonitrile となるように冷水を加え、この操作を数
回繰り返した後、凍結乾燥した。なお、これらの合成に用いられた cCD の純度は、
逆相クロマトグラフィーカラム(RESOURCETM RPC 1ml)を用いた HPLC 及び MALDI 
TOF-MS によって確認した。 
 
2.2 MALDI TOF-MS 分析 
Peptide 約 1 mg に 12 ml の m-cresol、72 ml の thioanisol、及び 200 ml の TFA を
加え、室温で 60 min 攪拌後、さらに 36 ml の ethane dithiol、80 ml の TMBS 
(Trimethylbromosirane)を加え、1 氷中で 60 min 攪拌後、1 ml の冷 diethylether を加え
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て遠心後、得られた沈殿を再度冷 diethylether で洗浄し、得られた沈殿を TA buffer
で溶解し、CCA (a-Cyano-4-hydroxy cinnamic acid)飽和させた TA buffer (0.1% 
TFA:acetonitrile=6:4 の混液)と 1:1（v/v）で混合し、乾燥後、MALDI TOF-MS にて測定
した。 
 
2.3 CPMAb-I∼VII の精製 
Hyb.CPMAb-I∼VII を 2X105 cells/ml で 200 ml で 15% FCS を含む RPMI-1640 培地
で confluent の状態（8∼15X105 cells/ml）まで培養後、1,200 rpm で 5 min 間遠心後、
同量(200 ml)の無血清 RPMI-1640 で懸濁し、抗体産生増強剤である OPTIMAbR 
component A 及び B をそれぞれ 2 ml ずつ加え、pH を 10% NaHCO3 で約 pH7 調製し、
48 hr 培養した。その後 1,200 rpm で５ min 間遠心後、培養上清を 45%飽和となるよう
に硫酸アンモニウムを添加した後、15,000 rpm で 30 min 遠心後、得られた沈殿を
PBS(-)に溶解し、Sephadex G-25 が充填されたカラム PD-10 column を用いて PBS(-)
で置換し、精製抗体とした。精製抗体の純度は SDS-PAGE 後、CBB G-250 staining 
solution で染色後、Destaining solution してバンドを検出した。また精製抗体の isotype
は Immunogloburin Typing kit（和光純薬）を用いて決定した。CPMAb-I∼VII はすべて
IgM であった。さらに、精製抗体濃度は Quantitative ELISA (Sandwich) Immunoassay 
(BETHYL, montogomery, TX)を用いて決定した。 
 
2.4 cCD-Multi-Pin ELISA 
 
200 ml の precoat buffer (0.01M PBS (pH 7.2) containing 2% (w/v) bovine serum 
albumin, 0.1% (v/v) Tween 20, 0.1% (w/v) sodium azide)で cCD-Multi-Pin Block を室温
で 60 min マスキングし、PBS で洗浄した後、96 well plate に 1well あたり 150 ml の
CPMAb-I∼VII の各精製抗体溶液を加え、その 96 well plate に cCD-Multi-Pin Block
を浸し、室温 60 min インキュベートする。さらに PBS で洗浄後、150 ml の
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgM (Jackson Immuno Research, 5,000 倍希
釈)を 各 well に加えた後、室温で 60 min インキュベートする。最終的に、
cCD-Multi-Pin Block は PBS で 4 回 洗 浄 後 、 基 質 と し て 3, 3’, 5, 
5’-tetramethylbenzidine と H2O2 を加えた well に cCD-Multi-Pin Block を浸すことによ
り発色させ、0.3N H2SO4で反応停止後、主波長 450 nm、参照波長 630 nm の吸光度を
測定した。 
 
2.5 Flow cytometry 
以下の抗体を用いた FITC-conjugated anti-CXCR4 monoclonal antibody (mAb) 
(clone 12G5, R&D system, Inc., MN, USA)、FITC-conjugated anti-CCR5 mAb (clone 
2D7, BD Biosciences)、isotype-matched control antibody (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO)、  CPMAb-I∼VII。また、cCD-MAP 又は MAP 免疫前（Pre）及び免疫後 6
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週目（6W）のカニクイザル抗血清は PBS(-)で 32 倍希釈したものを用いた。 
NP2 cell lines (NP2/CD4, NP2/CD4/CCR5, NP2/CD4/CXCR4, 1X106 cells/sample)
は各々1 mg の CPMAb-I∼VII と 4℃で 30 min インキュベートし、washing buffer(PBS 
containing 2% fetal calf serum (FCS) and 0.02% NaN3) で 洗 浄 後 、 1 mg の
FITC-conjugated anti-mouse IgG と 4℃で 30 min インキュベート後、洗浄し、PBS(-)
に置換後、EPICS XL flow cytometer (Beckman Coulter)で分析した。また MAGIC-5 
cellも同様に1X106 cells/sampleは各々1 mgのFITC-12G5又はFITC-conjugated 2D7
の存在下において、CPMAb-I の存在下または非存在下で 4℃で 30 min インキュベー
トし、洗浄後、EPICS XL flow cytometer (Beckman Coulter)で分析した。またPBS(-)32
倍カニクイザル抗血清も同様に MAGIC-5 cell (1X106 cells/sample)と 4℃で 30 min イ
ンキュベート後、洗浄し、FITC-conjugated anti-monkey IgG (BRTHYL Laboratories, 
Inc., Montgomery, TX)で 4℃で 30 min インキュベート後、洗浄し、EPICS XL flow 
cytometer (Beckman Coulter)で分析した。またFITC-conjugated 12G5及びFITC-2D7
存在下において、免疫前後の PBS(-)希釈抗血清を処理後 4℃で 30 min インキュベー
ト後、洗浄し、EPICS XL flow cytometer (Beckman Coulter)で分析した。 
 
2.6 MAGIC-5 assay 
用いたウイルスは、実験室株サブタイプB HIV-1; JRFL (R5), LAV-1(X4)、臨床単離
株サブタイプ A HIV-1; 93RW004(R5), 92UG029(X4)、サブタイプ C HIV-1; MJ4(R5), 
98IN017(X4)、サブタイプ E HIV-1; 92TH009(R5), CMU08(X4)、SHIV; SF162P3(R5), 
KU1(X4)である。 
MAGIC-5 細胞（1X104 cells/well）を 96 well plate に播種後、24 hr 培養した。24 時間
後上清を除き、各濃度の精製 CPMAb-I∼VII 又は PBS(-)希釈カニクイザル抗血清を
50 ml ずつ加え、37℃、30 min インキュベートした後、存在下で HIV-1 又は SHIV 
solution containing 20 mg/ml DEAE dextran を 10 ml 加え 37℃、２ hr インキュベートし
た後、passage medium を 160 ml 加え、さらに 48 hr 培養した。48 hr 後、培養上清を除
去し、Fixing solution (PBS(-) containing 1% formaldehyde, 0.2% glutaraldehyde)を 50 ml
加えて 5 min 間固定化後、PBS(-)で 2 回洗浄し、Staining solution (prepare 9.5 ml of 
PBS(-), 200 ml of 0.5M potassium ferrocyanide, 200 ml of 0.5M potassium ferricyanide, 
100 ml of 40 mg/ml X-Gal in DMF, and 10 ml of 2M MgCl2)を 50 ml を加え、50 min 間
37℃インキュベートし、PBS(-)で洗浄後、PBS(-) containing 0.1% NaN3 を 200 ml加え、
核が青く染色した細胞をカウントした。ウイルスは 1well あたり 100～300 の blue cell 
count になるように希釈したものを用い、blue cell count 数はコントロールにおける
blue cell count 数との相対%として示した。 
 
2.7 Chemotaxis assay 
SDF-aによる chemotaxis assay：Molt4#8 細胞 (0.5X106 cells/100 ml)を様々な濃度
の CPMAb-I∼VII 又は抗体を含まない PBS(-)に濃度が 10%になるように FCS を加えた
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溶液で懸濁し、37℃, 30 min インキュベートした後、5.0 mm pore size の chemotaxicell
の upper chamber へ播種した。また lower chamber には recombinant human SDF-1a
が 4 nM となるように 10% FCS を含む RPMI-1640 培地で希釈したものを調製し、1 well
あたり 600 ml ずつ加えた後、upper chamber へセットし、37℃で 3 hr インキュベートし、
upper chamber から lower chamber へ遊走した細胞数をカウントした。また抗体単独処
理による自発的な細胞運動能への影響を検討するために、SDF-1a-free の 10% FCS
を含む RPMI 培地についても各濃度の CPMAb-I∼VII について同様に行った。Control
として lower chamber に SDF-1a-free の 10% FCS を含む RPMI 培地を用いて行い、
結果は control を基準とした相対比を Chemotaxis index として示した。 
MIP-1bによる chemotaxis assay：SDF-aによる chemotaxis assay に準ずる。ただし、
細 胞 は CEM-CCR5 (0.5X106 cells/100 ml) 細 胞 を 用 い 、 ケ モ カ イ ン は 8 nM 
recombinant human MIP-1bを用いる。 
 
2.8 カニクイザルへの cCD-MAP 免疫 
cCD-MAP を PBS(-) contg. 0.5 % TEA (v/v %)に溶解し、1.1mg/ml に調製する。抗
原溶液 (1091 ml)：FCA 又は FIA (1309 ml)=1 : 1.2 (v/v)でエマルジョンを作成した。
まず、針なしシリンジの一方に抗原溶液を、もう一方に FCA 又は FIA をとり、三方
活栓にそれぞれのシリンジを結合させ、両手でシリンジを交互に押して内溶液を一
つのシリンジからもう一方のシリンジへ移しかえる。この操作を繰り返し慎重に行
なう。エマルジョンを作製後、一部を水上へ滴下して、エマルジョンが水面で拡散し
ないことを確認する。その後無菌的に 3 本のシリンジに分け、サル１頭（3～5 Kg）
あたり抗原 (300 mg/600 ml)を皮下または腹腔へ注射した。 
 免疫スケジュールは cCD-MAP を 3 頭のカニクイザル (SS1, SS2, SS3)に免疫を
行ない、その際、初めの二回の免疫 (0w 及び 1w)では FCA と抗原のエマルジョン
を腹腔へ免疫し、３回目の免疫 (6w)では FIA と抗原のエマルジョンを皮下へ免疫
した。また、同じスケジュールで 3 頭のカニクイザル (SS4, SS5, SS6)に MAP のみ
を免疫し、免疫前 (Pre)及び免疫後 (0w, 1w, 4w, 6w, 8w,)の抗血清を採取し、
-80℃で保存した。 
 
2.9 BIAcore analysis 
 ストレプトアビジンが表面にコートされているセンサーチップを BIAcore 2000○R にセ
ットし、センサー表面を 1 M NaCl を含む 50 mM NaOH で 3 回洗浄し (2 mｌ/min, 2.5 
min×3)、HBS-EP buffer で緩衝化 (20 mｌ/min, 2 min×2)した。次にリガンドとして
cCD-Biotin を流し (400 mｇ/mL, 2 mL/min, 2.5 min)、固定化させて PBS(-)で
prime を行なった。そして sample をマイクロ流路系を介して添加し (50 mｌ/min, 0.5 
min)、センサーチップ表面上の相互作用を測定した。その後、regeneration buffer
によりセンサーチップを再生した。今回はアナライトとして cCD-MAP を免疫したカ
ニクイザルの抗血清を 10 倍希釈して用いた。 
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2.10 抗血清中の MIP-1a、MIP-1b、RANTES 及び SDF-aの濃度測定 
 cCD-MAP 及び MAP 免疫カニクイザル抗血清中の CC 及び CXC ケモカイン濃度は
Quantikine ELISA kit（R&D System, Inc., MN, USA）を用いて行った。 
第 3 章に関する実験 
3.1 計算化学的手法を用いて推定した UPA と cDDR5 の構造 
 CCR5 の推定構造モデルはロドプシンとのホモロジーモデリングによって molecular 
operating environment (MOE; Chemical Computing Group)を用いて推定した。さらに
CCR5 の UPA と cDDR5 の推定立体構造を計算化学的に算出し、比較した。 
 
3.2 cDDR5-MAP 及び Biotinylated cDDR5 の調製 
 Fmoc chemistry に従い、Peptide synthesizer 431A(合成プログラムは Fast MocTM 
サイクル、0.5 mmol スケール)を用いて、UPA 由来のアミノ酸配列10 残基に
spacer-armed dipeptideであるGly-Glu を加えた側鎖保護直鎖dodecapeptide ： 
Glu(ODmab)-Arg(Pbf)-Ser(tBu)-Gln(Trt)-Lys(Boc)-Glu(OtBu)-Gly-Leu-His(Trt)-Tyr
(tBu)-Thr(tBu)-Gly-resin を合成した。なお、resin には各アミノ酸の保護基への影
響がなく、弱酸で解裂させることが可能な2-chlorotritylchloride resin を選択した。 
合成した側鎖保護直鎖dodecapeptide 樹脂にAcetic acid:TFE:DCM (1:1:8)混液を加 
え室温で 30 min 間攪拌後、桐山ロートで濾過し、resin と濾液部分(遊離した側鎖保護
直鎖 dodecapeptide を含む)を分離した。この濾液に冷 diethylether を加え、遠心後
生じた沈殿に適量の acetonitrile を加えて凍結乾燥した。得られた側鎖保護直鎖
dodecapeptide の 100 mg あたり 50 mL の 10 % TFE を含む DMF 溶液に溶かし、縮
合剤である BOP を側鎖保護直鎖 dodecapeptide の 5 倍当量加え、室温で 24 hr 攪拌
し環状化させた。水 2 mL を加え反応を停止させ、加温・減圧下にて約 2 ml に濃縮し
た。約 40 ml の冷水を加え遠心した後、生じた沈殿をさらに冷水で 2 回洗浄し、適当
量の acetonitrile を加えて凍結乾燥した。凍結乾燥粉末に 100 % acetonitrile (2 ml)を
加え、遠心(15,000 rpm, 30 min)した後、上清のみを慎重に回収し、さらに沈殿に 100 % 
acetonitrile (1 ml)を加え遠心(15,000 rpm, 30 min)し、同様に慎重に上清を回収した。
この回収上清に冷水を加えて遠心後、生じた沈殿を凍結乾燥し、側鎖保護 cDDR5 と
した。 
 側鎖保護 cDDR5 を 2 % hydrazine を含む DMF 少量に溶かし、遮光して室温で 30 
min 間攪拌し Glu の保護基の Dmab のみを除去した。冷水を加え、遠心の後生じた沈
殿をさらに冷水で 2 回洗浄し、得られた沈殿を凍結乾燥しカルボキシエチル側鎖保護
cDDR5 を得た。次に Glu の保護基のみを脱保護した側鎖保護環状 dodeca peptide
に MAP-resin 及び ethylenediamine (EDA)を結合させた。Fmoc-MAP resin (4 branch)
を DMF で膨潤し、20% piperidine を含む DMF を加え、室温で 30 min 攪拌して Fmoc 
を除去し、DMF と isopropanol で 3 回洗浄することで MAP-resin(4 branch)を得た。次
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に モ ル 比 で 、 カ ル ボ キ シ エ チ ル 側 鎖 保 護 cDDR5 ： HOBt ： BOP ： NMM 
(N-methylmorpholine)=2：2：2：3 になるように DMF に溶解した。この混合溶液を、当
量の DMF で膨潤させた MAP-resin (4 branch)に加え、室温で 12 hr 反応させた。さら
に常法により保護基をすべて除去した後、逆相クロマトグラフィーカラムを用いた
HPLC で精製し、高純度の cDDR5-MAP を得た。なお、cDDR5-MAP の合成確認は
MALDI TOF-MS を用いた分子量確認を行った。また Glu の保護基のみを脱保護した
側鎖保護環状 dodeca peptide に EDA を BOP 法により結合させ、さらに、そのアミノ
基を介して peptide の 1.5 当量の Biotin-(AC5)2-Silfo-OSu を反応させ、biotinylated 
cDDR5 を作製した。Streptavidin (SA)が表面にコートされているセンサーチップをセッ
トし、表面を 1M NaCl を含む 50 mM NaOH で 3 回洗浄し(2 ml/min, 1min)、HBS-EP 
buffer で緩衝化(2 ml/min, 1min)した。次に biotinylated cDDR5 (200 mg/ml)を流し(2 
ml/min, 1min)固定化させ、PBS(-)で prime を行った。cDDR5-MAP 又は MAP 免疫カニ
クイザル由来の抗血清（PBS(-)で10倍希釈した）20 mlをマイクロ流路系を介して添加
して(2 ml/min, 1min)、センサーチップ表面上の相互作用を測定した。その後、
regeneration buffer によりセンサーチップを再生した。 
 
3.3 カニクイザルへの cDDR5-MAP 免疫 
 免疫抗原cDDR5-MAP およびコントロール免疫抗原MAP の凍結乾燥粉末を70 %エ
タノールで滅菌後、0.5 % TEAを含むPBS(-)溶液に1.1 mg/mlの濃度になるように溶解
し、これとFCAまたはFIAと1：1.2(v/v)の比率で混和し、エマルジョンを作成した。免疫
は0週目と1週目にはFCAと抗原のエマルジョンを腹腔内へ、6週目にはFIAと抗原の
エマルジョンを皮下へ注射して行った。免疫抗原は1回の免疫で1頭あたり300 mgとし、
0週目を初めとして2週間毎に採血して抗血清を得た。 
 
3.4 BIAcore analysis 
 2.9項の操作に準ずる。ただし、PBS(-)にて10倍希釈したcDDR5-MAP免疫カニクイ
ザル由来のpre、2、4、6、8週目の抗血清を用いた。 
 
3.5 PBMCs 及びチャレンジウイルス調製 
 カニクイザルより採血した血液をHanks’ balanced salt solution (HBSS)で二倍希釈し、
希釈血液と等量の Ficoll-Paque に静かに重層した。400 x g で 30 min 遠心し、単核球
層のみを分取して HBSS で希釈した。100 x g で 5 分間遠心した後、沈殿に滅菌精
製水を 9 ml 加え 30 sec 攪拌することで赤血球を爆裂させ、10 倍濃度の PBS(-)を、1 
ml 加えて等張にした。100 x g で 5 min 間遠心し、調製した RPMI 培地で 1X106 
cells/ml になるように培養フラスコへ播種した。3 日間培養した後、遠心操作にて細
胞を回収し培養上清を除き、200 ml の SHIVSF162P3 で懸濁し、2 hr, 37 ℃, 5 % CO2 条
件下でインキュベートした。遠心操作にてウイルス溶液を取り除き、培養液で洗浄後、
培養フラスコに 1X106 cells/ml になるように播種し培養を行い、9 日後に培養上清を
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遠心操作にて分離した後、0.45 mm のフィルターでろ過しウイルス溶液とした。 
 
3.6 Flow cytometry 
 2.5項の操作に準ずる。ただし、用いた抗体はSpectra/Por○R  CE (M.C.: 100,000)を用
いてPBS(-)溶液中で18 hr、4 ℃で透析を行ったPre及び免疫8週目由来の抗血清を5 
倍、10 倍、100 倍、400 倍、1600 倍希釈したもの用いた。2次抗体にはFITC 
conjugated Affinity Purified Goat anti-Monkey IgG, IgM, IgAを用いた。 
抗CCR5 mAbを用いたcompetition assayをChackerianら113)のprotocolに従い行った。
細胞はCynomolgus macaque PBMCs及びHSC-F167)を用い、カニクイザル抗血清は透
析後PBS(-)にて2倍希釈したものを用いた。抗体はFITC-labeled anti-CD95 (BD 
Pharmingen)及びPE-labeled anti-CCR5 (BD pharimngen)を用い、室温15 minインキュ
ベーション後、EPICS XL flow cytometerにより解析した。 
cDDR5-MAP及びMAP免疫カニクイザル末梢血のCD4+ T cell (%)測定では、3.5項
の方法で回収したPBMCs (4X106 cells/sample)を用い、抗体はPE-labeled anti-CD4 
antibody又はPE-labeled negative control IgGを用いた。 
 
3.7 MAGIC-5 assay 
 2.6 項の操作に準ずる。ただし、用いた抗血清は透析処理した抗血清を用いた。ま
た用いたウイルスはサブタイプ B 由来 HIV-1 実験室株 JRFL (R5)及び LAV-1 (X4)、
サブタイプ A 及び C 由来 HIV-1 臨床単離株 93RW004 及び MJ4、及び SHIVSF162P3 で
ある。 
 
3.8 Productive infection assay 
 対数増殖期の範囲内で培養した CEM-CCR5 細胞(5X105 cells)を、PBS(-)で 10 倍希
釈した透析処理済み抗血清 200 ml で 30 min 間インキュベーションし、10 mL の DEAE 
dextran 溶液(800 mg/mL)を含む SHIVSF162P3 ウイルス溶液 200 mL を加え 37 ℃、5% 
CO2 下で 18 hr インキュベーションした。PBS(-)で洗浄後、3 ml の 10% FCS を含む
RPMI1640 培地で懸濁し、24 well plate に播種し、37 ℃、5% CO2 下で培養を行った。
その後、播種 24、48、72、96、120 hr 後に培養上清を回収した。回収した培養上清の
p27 抗原量は RETRO-TEK SIVp27 Antigen ELISA kit を用いて測定した。 
 
3.9 SHIVSF162P3K challenge 
 cDDR5-MAP 並びに MAP 免疫カニクイザルへ初回免疫 11 週後に SHIVSF162P3 を 10 
TCID50/ml で 1 mｌ静脈内へ注射し、攻撃接種を行った。その後、経時的に血液及び血
清を回収し、-80℃にて凍結保存後、各種解析に用いた。 
 
3.10 SHIVSF162P3K challenge 後の plasma viral load の解析 
 SHIVSF162P3K を攻撃接種した cDDR5-MAP 及び MAP 免疫カニクイザルより経時的に
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得た血清 140 mｌの血清より QIAamp viral RNA Mini kit (Qiagen) を用いて RNA 画分を
抽出し、Superscript III First-Strand Synthesis system (Invitrogen Life Technologies) 
を用いて逆転写し、cDNA サンプルを得た。cDNA から SIV gag DNA を検出するため
に PCR を行った。なお検出する gag 領域の配列は以前に Ui らによって報告された高
度に保持された配列 168)を選択した。cDNA を水で 4 倍希釈したもの 8 mｌ に、5 pmol 
の F-Primer 及び R-primer をそれぞれ 1 mｌずつ、Master mix を 10 mｌ加えた。95℃
で 15 min 間反応させた後、95 ℃を 10 sec、57 ℃を 20 sec、72 ℃で 20 sec、そして
76 ℃で 2 sec のサイクルを 40 回繰り返した。その後 0.5 ℃/sec で melting 
temperature analysis を行い、非特異的な反応の有無を検出した。なお本 PCR は
SYBR green 法 169)に基づいて行った。 
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梅田 衛 博士、柴田 英昭 先生に心より感謝申し上げます。 
 
本研究を行うに際し、御指導、御協力を戴いた国立感染症研究所 向井 鐐三郎 博
士、仲宗根 正 博士に心より感謝申し上げます。 
 
本研究を行うに際し、ご指導、御協力戴いた遠藤 昌史 博士に心から感謝の意を表
します。 
 
また、本研究に際し、日夜、多大なる御協力戴きました飯干 高明 修士、大坪 靖治 
修士、草場 正司 修士、渕田 昌宏 学士、德永 惠一 学士、清永 康平 学士、
三股 亮大郎 学士、浦田 悟充 氏をはじめ生化学研究室の諸氏に心より感謝申し
上げます。 
 
貴重な細胞ならびにウイルス株を御供与して戴いた熊本大学医学部感染防御講座 
原田 信志 教授、前田 洋介 助教授、熊本大学エイズ学研究センター 松下 修
三 教授に感謝の意を表します。 
 
最後に、いつも温かい激励の言葉を頂いた、中・高・大学・大学院の多くの友人、そし
て家族に心より感謝申し上げます。 
 
2006 年      
中山 大介  
 
